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Sammendrag 
Parallel artificial liquid membrane extraction (PALME) ble videreutviklet som prøve-
opparbeidelsesmetode for legemidler fra fullblod - og obduksjonsblodprøver. Femten modell-
substanser ble ekstrahert fra 250 µl vandig, alkalisert donorfase med 80 mM 
natriumhydroksid, gjennom en kunstig væskemembran. En kunstig væskemembran bestående 
av en bæremembran av polyvinylidene-fluorid (PVDF) og en væskemembran av 3 µl organisk 
fase, ble brukt i det endelige oppsettet. Modellsubstansene ble videre overført til 250 µl 
vandig, sur akseptorfase bestående av 20 mM maursyre. De femten basiske legemidlene 
inkludert i oppgaven var ketobemidon, metoprolol, mirtazapin, quetiapin, tramadol, 
citalopram, nortriptylin, amitriptylin, alimemazin, levomepromazin, paroxetin, venlafaxin, 
trimipramin, sertralin og mianserin. En internstandardløsning av seks deuteriummerkede 
substanser: amitripyilin-d3, nortriptylin-d3, sertralin-d3, trimipramin-d3, citalopram-d6 og 
mianserin-d3 ble benyttet. 
Vandig løsning av analytter og intern standard ble tilsatt i fullblod og alkalisert i donorfase, i 
brønner på donorplaten. Organisk fase ble påført på overflaten av polyvinylidene-fluorid 
membranen på undersiden av akseptorplaten, og i brønnene på oversiden av akseptorplaten 
ble maursyre tilsatt som akseptorfase. I det endelige oppsettet var organisk fase 2 % 
trioktylamin i dodecylacetat. Platen i såkalt «sandwich-format» ble ristet i 40 min ved 900 
rpm. Etter endt ekstraksjon ble akseptorfase overført enten til en ny donorplate eller i auto-
samplerglass og analysert på en ultra høyt trykk væskekromatograf koblet til et tandem-
massespektrometer (eng., ultra high-pressure liquid chromatography, UHPLC eller Ultra 
performance liquid chromatography, UPLC). 
Hovedfokuset i denne oppgaven har vært å optimalisere forskjellige parametere slik at 
kommersielt tilgjengelige membranplater av polyvinylidene-fluorid kan brukes, særlig å 
forsøke å finne måter å unngå ikke-spesifikke bindinger til membranen, samt å undersøke 
linearitet, ekstraksjonsutbytte og selektivitet i metoden. Forsøk som ble utført omfatter 
ekstraksjoner med ulike sammensetninger og mengder av organisk fase i kunstig membran, 
forsøk med ulik ekstraksjonstid på mellom 15 og 40 minutter, forsøk med ulike pH-verdier i 
donorfase, forsøk med ulike mengder av akseptorfase og det ble til slutt utført en 
fullvalidering av metoden. 
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Forsøkene ble basert på teorien bak PALME og tidligere arbeider med denne typen av plater 
og ut ifra dette ble det utviklet en ny metode som kan brukes som prøveopparbeidelsesteknikk 
for ekstraksjon av legemidler i biologiske væsker. De fleste modellsubstanser viste 
tilfredsstillende linearitet med R² > 0,99, nøyaktighet mellom 80 og 120 %, presisjon (RSD < 
15 %) for både repeterbarhet og intermediær presisjon og ekstraksjonsutbytte mellom 60 og 
100 %. 
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1 Innledning 
 
For analyse av legemidler og deres metabolitter fra biologiske væsker i moderne 
farmasøytiske laboratorier brukes vanligvis væskekromatografi koblet til et tandem 
massespektrometer (eng. liquid chromatography tandem - mass spectrometry, LC-MS/MS) 
[1]. Denne type av analyse kalles også bioanalyse og inkluderer biologiske væsker som for 
eksempel fullblod, plasma, serum, spytt og urin. Avhengig av type instrumenter som benyttes 
til analysen, må hvordan prøvene skal opparbeides før analysen tilpasses. Biologiske væsker 
er kompliserte matrikser som inneholder flere forskjellige komponenter ved siden av 
analytten av interesse, som ofte foreligger i lav konsentrasjon. Disse komponentene kan 
kontaminere instrumentet som benyttes i analysen og forstyrre responsen fra analytten, og kan 
i verste fall ødelegge analysesystemet. Konsentrasjonen av analytten kan også være så lav at 
den ikke kan detekteres [2]. Derfor er prøveopparbeidelse som inkluderer opprensning og ved 
behov kan inkludere oppkonsentrering av prøver en veldig viktig del av en bioanalyse [3].  
De tradisjonelt mest brukte prøveopparbeidelsesmetoder er væske-væskeekstraksjon 
(eng.liquid-liquid extraction, LLE) og fast-faseekstraksjon (eng. solid-phase extraction, SPE). 
Disse metodene gir god prøveopprensning, men er tidkrevende, bruker store mengder av dyre 
organiske løsemidler som ofte krever upraktisk avdamping og kan være problematiske å 
automatisere. Proteinfelling er også en mye brukt opparbeidingsmetode, men kan i større grad 
gi problemer med matrikseffekter i LC-MS [1]. Siden fosfolipider er en viktig årsak til 
matrikseffekter er proteinfelling med fosfolipidefjerning utviklet som en prøveopparbeidelses 
teknikk [4]. En ulempe med denne teknikken er høy pris. Derfor er det av interesse å finne 
nye prøveopparbeidelsesmetoder.  
I de siste årene har det vært veldig mye fokus på å miniatyrisere hele prosessen for å forkorte 
analysetid, redusere løsemiddelforbruk, forenkle automatisering og å oppnå selektivitet og 
oppkonsentrering [5].  
Som resultat av dette ble fast-fasemikroekstraksjon (eng, solid-phase microextraction, SPME) 
[6] og væske-fasemikroekstraksjon (eng, liquid-phase microextraction, LPME) [7] utviklet 
som miniatyriserte utgaver av SPE og LLE på 1990-tallet. I SPME systemet er løsemiddel-
forbruket betydelig minimert og analyttene blir adsorbert på et sammensmeltet silikabasert 
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fiber belagt med en passende organisk fase som holdes enten over eller dyppes i prøve-
løsningen. Etter endt ekstraksjon dampes analyttene av eller desorberes og settes til analyse på 
et analyseinstrument. LPME-prinsippet startet med single-drop LPME (SD-LPME) [7], der 
kun en dråpe representerer organisk fase som gjennom tuppen av en sprøytekanyle plasseres i 
prøveløsningen. Etter likevektsfordeling blir analytter ekstrahert fra prøven over til den 
organiske fasen som injiseres videre i analyseinstrumentet. Fordeler med SD-LPME er høy 
oppkonsentrering og redusert løsemiddelforbruk, men ulempen er at det er ikke mulig å få 
raskere ekstraksjon ved risting fordi dråpen da kan mistes fra tuppen av sprøytekanylen i 
prøveløsningen [7].  
I 1999 ble det utviklet et nytt prinsipp i LPME som baserer seg på passiv diffusjon gjennom et 
væske-væske-væske tre-fasesystem ved justering av pH i donor- og akseptorfase. Den første 
væskefasen er donorfasen med prøvene som ekstraheres gjennom veggen i en hul 
polypropylenfiber-membran impregnert med organisk fase (eng, supported liquid membrane, 
SLM), væskefase 2, og med tilbake-ekstraksjon inn i vandig akseptorfase, væskefase 3, på 
andre siden av membranen [8]. Ulempen med denne teknikken er lang ekstraksjonstid på 
mellom 20 og 60 minutter, krevende arbeid og vanskelig automatisering. 
For å forsøke å redusere ekstraksjonstid ble en ny LPME teknikk, elektromembranekstraksjon 
(EME), videreutviklet i 2006. EME-ekstraksjonsoppsettet er likt som i et LPME trefase-
system, med unntak av at den er basert på elektrokinetisk migrering gjennom kunstig væske-
membran på grunn av påsatt elektrisk spenning, og pH justeres i donorfasen slik at de ladde 
stoffene blir transportert over i akseptor fase. Kunstig væskemembran består av en hul 
polypropylenfiber impregnert med organisk fase og koblet til spenning gjennom to elektroder 
plassert i donor og akseptor fase [9]. Denne teknikken åpner flere muligheter for å få bedre 
selektivitet, kortere ekstraksjonstid og bedre ekstraksjonsutbytte ved å variere flere 
parametere i ekstraksjonsmekanismen. 
Automatisering er største utfordring for alle overnevnte metoder og derfor ble parallel 
artificial liquid membrane extraction (PALME) utviklet i 2013, som en av de nyeste 
tilnærmingsmåter for prøveopparbeidelse. Denne metoden er en miniatyrisert LLE i 96-
brønnsformat basert på kommersielt tilgjengelig utstyr, bestående av to plater: en donorplate i 
bunn og en akseptorplate med porøs PVDF membran øverst, som sammen gir et «sandwich 
format» Figur 1. Med dette prinsippet blir analytter ekstrahert fra en vandig donorfase 
gjennom en flat kunstig væskemembran, bestående av en ikke-blandbar med vann organisk 
3 
 
fase i PVDF membranen, over i en vandig akseptorfase. Etter endt ekstraksjon blir vandig 
akseptorfase analysert på et LC-MS/MS instrument [1]. 
 
Figur 1. PALME-utstyr 
Denne metoden åpner for flere muligheter som for eksempel kortere analysetid (1,5 time for 
opparbeidelse av 96 prøver ved bruk av åttekanalspipetter), opprensning og oppkonsentrering 
og minimert løsemiddelforbruk, analyse av flere analytter samtidig og enklere automatisering 
i «multiwell format». 
I denne oppgaven beskrives PALME for ekstraksjon av femten basiske legemidler med stor 
forekomst i obduksjonssaker [10] som foretas ved Folkehelseinstituttet, divisjon for retts-
medisinske fag. Tidligere uttesting av PALME har vist at man kan få ikke-spesifikke 
bindinger til PVDF-membraner [1], og at modifiserte selvlagede polypropylen membranplater 
ga mindre problemer. Slike plater er imidlertid foreløpig ikke kommersielt tilgjengelige, og 
mindre aktuelle for metoder med større prøvevolum. 
 
Hensikten med denne oppgaven har vært å: 
- Ekstrahere analytter fra vandige løsninger ved bruk av PVDF-platen 
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- Ekstrahere analytter fra fullblod 
- Optimalisere ekstraksjonsparametere  
- Forsøke å finne måter å unngå ikke-spesifikke bindinger til PVDF-membranen 
- Validere metoden og vurdere muligheter for fremtidig bruk og automatisering av 
metoden til bioanalyse. 
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2 Teori 
2.1 Parallel artificial liquid membrane extraction     
I parallel artificial liquid membrane extraction (PALME) vil uladde analytter transporteres 
fra donorfase gjennom en kunstig væskemembran over i akseptorfase hvor de får ladning og 
en evt. tilbake-ekstraksjon blir stoppet, Figur 2. Metoden er sammenliknbar med væske-
væskeekstraksjon med tilbake-ekstraksjon. PALME er en helt ny prøveopparbeidelses-
teknikk, en miniatyrisert utgave av LLE.  
 
 
 
Figur 2. PALME-oppsettet 
Hoved mekanismen for overføring av analyttene fra en fase til en annen via kunstig 
væskemembran består av passiv diffusjon med pH-gradient. Hastighet av risting er en av 
faktorene som påvirker ekstraksjonsprosessen og resulterer i bedre massetransport av 
analytter og renere ekstrakter [11]. For å oppnå en sterk pH-gradient må pH i donorfasen være 
minst tre enheter høyere enn pKa-verdier av basiske analytter og minst tre enheter lavere i 
akseptor-fasen [12]. De basiske analyttene blir uladde ved pH justert med tre enheter oppover 
og kommer ved risting i kontakt med overflaten av den kunstige væskemembran. De beveger 
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seg da fra området hvor det er høy konsentrasjon av analyttene til området med lav 
konsentrasjon. Organisk fase som har hydrofobe egenskaper blandes med de uladde 
hydrofobe analyttene og gjennom membranen kommer de i kontakt med sur akseptorfase. 
Analyttene går videre over i akseptorfase med lavere pH og konsentrasjon, hvor de får 
ladning og dermed er en eventuell tilbake-ekstraksjon stoppet.    
Denne metoden har flere fordeler sammenliknet med tradisjonell LLE med tilbake-
ekstraksjon, for eksempel små prøvevolumer, høy opprensning og ved behov opp-
konsentrering, men fortynning er også mulig i tilfelle høye konsentrasjoner av analytter, 
relativt kort ekstraksjonstid, lavt forbruk av organisk løsemiddel, enkel metode og mulighet 
for totalautomatisering [1].  
PALME er første gang beskrevet i 2013 av Gjelstad et al. [1], som en helt ny tilnærmingsmåte 
for prøveopparbeidelse av modellanalytter. I første forsøket med kommersielt tilgjengelige 
PVDF-plater ble det oppdaget ikke-spesifikke bindinger av analytter til membranen og 
membranene ble fjernet fra platene og erstattet med selvlaget polypropylenmembran. Disse 
forsøkene ble utført med vandige prøver av fire modellanalytter med eller uten tilsatt plasma, 
og det ble testet ulike mengder av donorfase (fra 250 µl til 400 µl), ulike ekstraksjonstider (fra 
0 til 60 min.) og ulike ristehastigheter (fra 0 til 1200 rpm). Resultater fra disse arbeidene ble 
brukt som grunnlag for det videre arbeidet med PVDF-platene i denne oppgaven.  
  
2.2 Modellsubstanser 
Modellanalyttene inkludert i oppgaven er femten basiske legemidler: ketobemidon, meto-
prolol, mirtazapin, quetiapin, tramadol, citalopram, nortriptylin, amitriptylin, alimemazin, 
levomepromazin, paroxetin, venlafaxin, trimipramin, sertralin og mianserin, Tabell 1. 
Strukturen og pKa-verdier [13, 14] oppgitt i Tabell 1. viser at disse analyttene er hydrofobe 
basiske legemidler med primære, sekundære eller tertiære aminogrupper. De høye log P-
verdiene indikerer at analyttene er svært fettløselige og ideelle kandidater for væske-væske-
ekstraksjon [15].  
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Tabell 1: Strukturformler av modellanalytter inkludert i oppgaven med pKa, logP- verdier, 
molekylvekt og molekylformler 
Alimemazin, C18H22N2S, pKa 
9,05 logP 4,41, MW 298,15 
Amitriptylin, C20H23N, pKa 9,4, 
logP 4,81, MW277,18 
Citalopram, C20H21FN2O, pKa 9,78, 
logP 3,76, MW 324,16  
Ketobemidon, C15H21NO2, pKa 
8,09 og pKa 9,8, logP 2,49, MW 
247,16 
 
Levomepromazin, C19H24N2OS, 
pKa 9,42, logP 4,25, MW 328,16 
Metoprolol, C15H25NO3,  pKa 9,67, 
logP 1,76, MW 267,18 
Mianserin, C18H20N2,  pKa  6,92, 
logP 3,83, MW 264,16 
Mirtazapin, C17H19N3,  pKa 6,76, 
logP 3,21, MW 265,16 
Nortriptylin, C19H21N,  pKa 10,47, 
logP 4,43, MW 263,17 
Paroxetin, C19H20FNO3,   pKa 
9,77, logP 3,15, MW 329,14 
Quetiapin, C21H25N3O2S, pKa 
7,06 og 2,81, logP 2,81, MW 
383,17 
Sertralin, C17H17Cl2N, pKa 9,85,         
logP  5,15, MW 305,07  
Tramadol, C16H25NO2,  pKa  
9,41, logP 2,45, MW 263,19 
Trimipramin, C20H26N2,  pKa 
9,42, logP 4,76, MW 294,21 
Venlafaxin, C17H27NO2,  pKa 8,91,       
logP 2,74, MW  277,2 
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De vanlige prøveopparbeidelsesteknikker for disse typer av analyttene benyttet i tidligere 
publikasjoner, er proteinfelling (PP) [16, 17], fast-faseekstraksjon (SPE) [18] og væske-
faseekstraksjon (LLE) [19, 20]. Det er få metoder som er utviklet for analyse av disse 
analyttene fra fullblod og obduksjonsblod [19, 20]. 
Disse legemidlene tilhører medikamentgruppene antidepressiva, antipsykotika, analgetika, 
antihistaminer og betablokkere, og forekommer hyppigst av denne typen legemidler i 
obduksjonssaker ved Folkehelseinstituttet, divisjon for rettsmedisinske fag, FHI-RE [10].  
Antidepressiva er en medikamentgruppe som er indisert ved behandling av ulike typer av 
depresjoner. Modellsubstansene amitriptylin, nortriptylin og trimipramin er inkludert i 
gruppen trisykliske antidepressiva, TCA, citalopram, paroksetin og sertralin i selektive 
serotoninreopptakshemmere, SSRI, venlafaksin i selektive noradrenalin- og serotoninre-
opptakshemmere, SNRI og mianserin og mirtazapin i reseptor-antagonister, MAO-hemmere 
[21]. 
Antipsykotika er indisert ved behandling og forebygging av schizofreni og andre psykotiske 
lidelser, manisk fase av bipolar lidelse, bipolar depresjon, kvalme ved bruk av cytostatika og 
postoperativt kvalme og i økende grad antiemetisk effekt. Levomepromazin er et første-
generasjons høydoseantipsykotika og quetiapin et annengenerasjons antipsykotika [21]. 
Analgetika er indisert ved behandling av ulike typer av smerter og kan deles i to 
hovedgrupper: ikke-opioide analgetika, indisert ved lettere til moderate smerter og opioide 
analgetika indisert ved sterke smerter. Tramadol er en av de opioide analgetika som faller 
under gruppen av svakere opioider, mens ketobemidon er et sterkt opioideanalgetikum [21]. 
Antihistaminer er indisert ved behandling av ulike allergiske reaksjoner forårsaket av 
frigjørende histamin som bindes til tilsvarende H-reseptorer (histaminreseptorer) i kroppen og 
fører til at kapillærårene utvider seg. De er delt inn i første- og annen generasjons 
antihistaminer etter grad av sedativ virkning. Alimemazin er et førstegenerasjons antihistamin 
som går veldig lett gjennom blod-hjernebarrieren og har beroligende effekt, noe som er ønsket 
ved allergiske lidelser med søvnforstyrrelser [21]. 
Betablokkere er indisert ved behandling av hjerte- og karsykdomer, og binder seg reversibelt 
til beta-adrenerge reseptorer og hemmer beta-adrenerge effekter. De er delt i to grupper: ikke-
selektive og selektive betablokkere. Metoprolol er en selektiv beta-adrenerg reseptor-hemmer 
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som vanligvis brukes som blodtrykkssenkende og hjertefrekvensreduserende middel. Den er 
hyppig brukt, og var den mest solgte betablokker i Norge i 2013 [21, 22]. 
 
2.3 Kunstig væskemembran 
Den kunstige væskemembranen i denne oppgaven er, i det endelige oppsettet, laget ved å 
påføre 3 µl 2 % trioktylamin i dodecylacetat på en kommersielt tilgjengelig 96-well 
MultiScreen-IP Filter Plate (MA, USA) med 0,45µm porøs PVDF-membran [23] som 
akseptor plate Figur 3. PVDF-membranen er integrert i form av filteret i platen. Den 
organiske fasen til påføring på PVDF-membranen er en ikke-blandbar med vann organisk 
løsning valgt basert på tidligere forskning, arbeidet i denne oppgaven og egenskaper av 
modellsubstansene. 
          
             Figur 3. PVDF akseptor-platen med og uten organisk fase 
Figur 3 viser en «multiwell» akseptorplate hvor de to nederste rader med PVDF-membran er 
uten noen organisk fase og de øverste radene er påført organisk fase på PVDF-membranen. 
Organisk fase sprer seg gjennom PVDF-membranen og gir et mer eller mindre gjennomsiktig 
utseende.  
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2.4 Fordelingskoeffisienten 
Fordelingskoeffisienten i et to-fase system er en likevektskonstant som beskriver fordelingen 
mellom to ikke-blandbare løsemidler og kan illustreres med følgende ligning [15]: 
𝐴(𝑎𝑞) ↔ 𝐴(𝑜𝑟𝑔)                                                                                       Ligning 1                                                                                                   
I denne oppgaven kan fordelingskoeffisienten beskrives med to likevekts konstanter i en 
ligning [12, 15]: 
𝐴(𝑎𝑞 𝑑𝑜𝑛𝑜𝑟 𝑓𝑎𝑠𝑒) ↔ 𝐴(𝑜𝑟𝑔.𝑓𝑎𝑠𝑒) ↔ 𝐴(𝑎𝑞 𝑎𝑘𝑠𝑒𝑝𝑡𝑜𝑟 𝑓𝑎𝑠𝑒)             Ligning 2                           
Hvor A (aq) og A (org) beskriver hvordan en analytt A fordeles mellom vandig og organisk 
fase i to-fasesystemet og i tre-fasesystemet beskriver hvordan analytten A fordeles mellom 
vandig donorfase og organisk fase og mellom organisk fase og vandig akseptorfase. 
2.5 Utbytte 
Ekstraksjonsutbyttet (R) defineres som andel av analytt som ekstraheres fra donorfase over i 
akseptorfase. For beregning av utbytte i denne oppgaven er det brukt følgende ligning [9]: 
𝑅 = 𝑛 𝐴,𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝑛𝐷,𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙  × 100% = �𝑐𝐴,𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙𝑐𝐷,𝑖𝑛𝑡𝑖𝑎𝑙�  ×  �𝑉𝐴𝑉𝐷�  × 100%                               Ligning 3 
Hvor 𝑛𝐷,𝑖𝑛𝑡𝑖𝑎𝑙 representerer antall mol av analytten i donorfase i starten av ekstraksjon og 
𝑛𝐴,𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 antall mol i akseptorfase etter endt ekstraksjon, 𝑉𝐴 er volum av akseptorfase og 𝑉𝐷er 
volum av donorfase. 
2.6 Oppkonsentrering 
Oppkonsentrering er forholdet mellom konsentrasjon av analytt etter ekstraksjon og 
konsentrasjon av analytt før ekstraksjon og er definert som oppkonsentreringsfaktor (eng. 
Enrichment faktor, EF) med følgende ligning [24]: 
                                𝐸𝐹 = 𝑐𝑎,𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝑐𝑠,𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙                                                                 Ligning 5                                                                                      
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Hvor 𝑐𝑎,𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 er konsentrasjon av analytt etter ekstraksjon i akseptorfase og 𝑐𝑠,𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 er 
konsentrasjon av analytt før ekstraksjon i prøveløsningen eller donorfasen. 
2.7 Grubbs-test 
Ved Folkehelseinstituttet brukes et excel-basert verktøy utarbeidet ved Retskemisk Afdeling, 
Retsmedicinsk Institutt, Københavns Universitet Kjemiske institutt i Kjøpenhavn som hjelp 
ved validering av nye metoder. Det er i tillegg inkludert Grubbs-test for beregning av en 
uteliggende måling i en måleserie med hensyn på innen serie og mellomserie presisjon. 
Grubbs-test er oppkalt etter Frank Grubbs 1969.  
Grubbs test er definert for hypotesen: 
Ho: Det er ingen uteliggere i datasettet 
Ha: Det er nøyaktig én avvikende i datasettet  
Statististisk beregnes Grubbs test ut ifra følgende ligning [25]: 
                          𝐺 =  𝑚𝑎𝑥 |𝑌𝑖 − 𝑌¯| /𝑠                                                       Ligning 4 
Hvor Y¯ er gjennomsnitts konsentrasjon av analytten, Yi er konsentrasjon av mulig uteligger 
og s er standardavvik. Denne testen kan være to-sidig enten at Yi er en maksimumsverdi 
uteligger eller en minimumsverdi uteligger [25]. 
2.8 Matrikseffekter 
Analyse av biologiske væsker som for eksempel humant blod og urin er ofte veldig 
komplisert på grunn av den komplekse prøvematriksen [24]. For LC-MS brukes begrepet 
matrikseffekt om variasjon i ioniseringseffektivitet fordi en matriks er til stede og koeluerer 
med analytten av interesse. Komponentene i matriksen kan enten forsterke ionisering og den 
følgende MS responsen eller undertrykke ionisering og MS-responsen. Det finnes to metoder 
å undersøke matrikseffekter «postextraction addition» og «postcolumn infusion» [26].  
En gruppe av matrikskomponenter som kan forårsake problemer under ioniseringsprosessen 
ved elektrosprayionisering, ESI i positiv mode er fosfolipider. Fosfolipidene består av 
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glyserol, en eller to fettsyreesterkjeder og en fosforylert alkohol. Glyserofosfolipider er 
gruppen av fosfolipidene som finnes i størst mengde i plasma og er svært signifikant for 
endringer i ionisering ved LC-MS/MS [27]. Matrikseffekter kan til dels korrigeres ved bruk 
av egne isotopmerkede internstandarder fordi responsforandring grunnet en matrikseffekt 
samtidig påvirker analytt og tilsvarende internstandard [28]. 
Evaluering av matrikseffekter og fosfolipider er veldig viktige i valideringen av en ny metode 
fordi det er av interesse å utvikle en ny, rask og effektivt prøveopparbeidelsesteknikk som gir 
veldig rene ekstrakter nesten uten noen matrikseffekter.  
2.9 Væskekromatografi 
Væskekromatografi er en separasjonsmetode hvor en analyttblanding med væske som 
mobilfase transporteres over en stasjonær fase som ligger i ro. Analyttblandingen injiseres i 
mobilfasen og separeres etter analyttenes affinitet til stasjonærfasen. Analyttene med minst 
affinitet elueres først, mens de med høyest affinitet retarderes på stasjonærfasen og kommer ut 
fra kolonnen sist [29, 30]. 
2.9.1 Omvendt-fase kromatografi 
Omvendt-fase kromatografi er det viktigste separasjonsprinsippet i væskekromatografi [31] 
der analyttene fordeles mellom upolar stasjonærfase og polar mobilfase. Upolar stasjonærfase 
har hydrofobe funksjonelle grupper bestående av ulike lengder av hydrokarbonkjeder bundet 
til silanol grupper på silika. Retensjon er basert på interaksjoner mellom karbon-hydrogen 
bindinger på stasjonær fasen og karbon-hydrogen bindinger på analyttene. Denne type av 
interaksjoner heter van der Waalske krefter. Den mest brukte silikabaserte kolonne i omvendt-
fase kromatografi har et oktadecylmateriale (C-18), som benyttes som stasjonær fase. C18-
materialet består av 18 karbonatomer bundet til silikapartikler. Mobilfase benyttet i omvendt-
fase kromatografi er en blanding av en vandig buffer og et organisk løsningsmiddel. Buffer-
løsningen er viktig for justering av pH for å oppnå best mulig separasjon. For basiske 
analytter kan også sekundære ioniske interaksjoner forekomme mellom de basiske analyttene 
og ioniserte rest-silanolgrupper på stasjonærfasen. Som konsekvens av dette, kan det oppstå 
haledannelse ved eluering av basiske analytter. Derivatisering av rest-silanolgrupper eller 
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«end capping» kan løse dette problemet, slik at gruppene blir hydrofobe og ikke kan delta i 
polare interaksjoner [31].  
 
2.9.2 UHPLC BEH (bridged ethyl hybrid) kolonner 
BEH-kolonner fra Waters Corporation (Milford, MA, USA) består av videreutviklede 
silikabaserte materialer hvor silika er kryssbundet med etan, Figur 4. Partikkelstørrelsen er 1,7 
µm [32]. Disse avanserte materialene gjør at kolonnene tåler det høye trykket forbundet med 
UHPLC, kan brukes i et utvidet pH-område fra 1-12 i sammenligning med vanlig silika fra 
pH 2-8, gir veldig god pH-stabilitet og kan brukes for veldig sensitive MS-applikasjoner [32, 
33]. I forsøkene for denne oppgaven er en Aquity UPLC BEH C18 kolonne med 2,1 mm i.d., 
10 cm lengde og 1,7 µm partikkelstørrelse, porestørrelse 130 Å og overflateareal 185 m2/g 
benyttet. 
                   
Figur 4. BEH-teknologien med silikabasert materiale kryssbundet med etan [30] 
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2.9.3 UHPLC 
UHPLC eller UPLC er på samme måte som HPLC et instrument for væskekromatografi, som 
består av et reservoar av mobilfase, pumpe, injektor og kolonne. Det som er en fordel med 
UHPLC i forhold til HPLC, er at UHPLC-instrumentet er konstruert av materialer som er 
tilpasset å tåle høye mottrykk opp til 1000bar (15000psi). Dette åpner muligheter for å bruke 
korte kolonner pakket med små partikler som gir samme effektivitet (platetall) som lengre 
kolonner med større partikler. Pakkematerialet med små partikkelstørrelser sammen med høy 
væskestrøm gjør at det med UHPLC kan oppnås bedre kromatografisk separasjon og smalere 
topper og dermed bedre følsomhet og kortere analyse tid i forhold til HPLC. En separasjon på 
UHPLC vil ofte redusere mobilfase- og prøvevolumforbruket sammenliknet med en 
tilsvarende separasjon med HPLC. Kolonner som brukes for UHPLC er typisk 3-10 cm lange, 
med indre diameter på 1-2,1 mm og med partikkelstørrelse på pakkematerialet på 1,5-2 µm 
[34]. 
2.10 Massespektrometri 
Massespektrometri er mye i bruk innen analyse av legemidler i biologiske prøver og er en 
offisiell analysemetode i den europeiske famakopeen (Ph. Eur) [35]. Instrumenteringen som 
benyttes kalles massespektrometer og måler masser til ioniserte molekyler som er enten 
positivt eller negativt ladet. Massespektrometeret består av en ionekilde, et vakuum-system, 
en masseanalysator, en detektor og et dataprogram for beregning av data. I denne oppgaven 
ble et UHPLC-MS/MS instrument fra Agilent bestående av en 1290-serie UHPLC koblet til et 
6490 trippelkvadrupol massespektrometer (Santa Clara, CA, USA) brukt for innledende 
forsøk i vandige løsninger og en del innledende forsøk i blod. Et Xevo TQ MS instrument fra 
Waters Corporation (Milford, MA, USA) ble brukt for optimaliseringsforsøkene i blod og 
valideringsprosessen og MassLynx 4.1 og TargetLynx dataprogrammer fra Waters 
Corporation (Milford, MA, USA) for bearbeiding av analysedataene.  
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2.10.1 Elektrosprayionisering (ESI) 
Analyttene i massespektrometeret kan analyseres bare når de er i ladet form. Ionisering kan i 
standard bruk for LC-MS skje ved enten elektrospray ionisasjon (ESI) eller atmosfærisk trykk 
kjemisk ionisasjon (APCI) [36, 37]. 
ESI-oppsettet består av et trangt kapillærrør med væskestrømmen fra UHPLC-kolonnen, 
nitrogen gass som forstøver væskedråper til aerosol og en sylindrisk elektrode med høy 
spenning 2-5 V, som gir desorpsjon av ioner fra kondensert fase ved utgangen av 
kapillærrøret, Figur 5 [35, 38-40]. Dette er en myk ioniseringsteknikk hvor spenning gjør at 
væskedråper med analyttene får ladning og etter eksponering for varm tørkegass, oftest 
nitrogen, avdampes til mindre og mindre partikler, til ioner som går videre i MS-analysator 
[35, 39, 40]. 
 
 
                 
 
 Figur 5. Illustrasjon av elektrosprayioniseringsprinsippet og en ESI-ionekilde [36] 
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2.10.2 Kvadrupol 
 
Den mest brukte masseanalysator i MS systemer er kvadrupol-analysatoren fordi den har lav 
pris og er lett å bruke. En kvadrupol består av fire enten hyperboliske eller sylindriske 
parallelle metallstaver med kryss-polaritet og med pålagt elektrisk felt [35]. Ionene som 
kommer fra ionekilden har en bølgebevegelse i det elektriske feltet i kvadrupolen. Ved en 
bestemt feltstyrke vil ioner med en bestemt masse ha en stabil oscillasjon, mens de andre vil 
treffe metallstavene og gå tapt. De stabile ionene er de eneste som går gjennom stavene og 
kan treffe detektoren. Det oppnås en masseseparasjon etter ionenes masse over ladning, m/z, 
før de detekteres. Kvadrupolen er et lavt-oppløsningssystem med en oppløsning på rundt 1 Da 
og et begrenset masseområde opp til omtrent m/z 4000 [41].  
2.10.3 Detektor 
Detektoren i et UPLC-MS/MS-system er enten en elektronmultiplikator eller en 
fotomultiplikator. Instrumentet brukt i denne oppgaven hadde en fotomultiplikator som teller 
ioner med separerte masser. Fotomultiplikatoren består av en fotokatode med en lysømfintlig 
fosforplate i fronten, en sekundær-emisjon elektrode (dynode) og en anode som samler opp 
alle detekterte elektroner [42, 43]. Ioner fra kvadrupolen konverteres primært til 
fotoelektroner når de treffer fotokatoden og deretter til elektroner ved hjelp av dynoden. 
Elektroner samlet opp ved hjelp av anoden behandles videre elektronisk og danner grunnlaget 
for registrering og plotting av m/z av ionene i massespekteret. Fotomultiplikatoren er 
innkapslet i glass under vakuum, slik at den blir beskyttet mot kontaminering, enten med vann 
fra omgivelsene eller med gasskomponenter. Dette gir mulighet for at de kan brukes i 10 år, 
men de må være beskyttet mot lys [43]. 
2.10.4 Tandem MS (MS/MS) 
Tandem MS består av et trippel kvadrupol system hvor første kvadrupolen, Q1, er en 
masseanalysator, andre «kvadrupolen», Q2, er en kollisjonscelle hvor fragmentering skjer ved 
hjelp av kollisjonsgass og den tredje kvadrupolen, Q3, er også en masseanalysator, Figur 6. 
Det kan velges forskjellige modi for skanning av kvadrupolene, avhengig av analyseinteresse. 
Den oftest brukte scanning modusen er «Product Ion Scan» eller «Daughter Ion Scan» hvor 
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Q1 fungerer som et filter for en utvalgt masse, Q2 er kollisjonscellen som fragmenterer ionet 
av interesse og Q3 er masseanalysatoren som analyserer alle fragmenter av valgte ionmasse 
[44]. Instrumentet kan også innstilles i «Precursor Ion Scan» modus eller «Parent Ion Scan» 
hvor det velges et område av masser som scannes i Q1, fragmenteres i Q2 og filtreres etter 
bare én gitt fragmentmasse av interesse i Q3 (denne scan-modusen ble brukt i denne 
oppgaven i fosfolipid-forsøket). Det kan også innstilles i «Constant Neutral Loss» modus 
hvor begge kvadrupoler, Q1 og Q3 er innstilt på å måle faste massedifferanser og Q2 er 
kollisjonscellen hvor enkelte ioner taper spesifikk masse ved kollisjon og bare disse ioner blir 
detektert i detektoren [41]. I denne oppgaven ble det brukt en type av «Product Ion Scan» som 
heter «Multiple Reaction Monitoring», MRM fordi det ble valgt flere masser av interesse med 
to kjente fragmenter/overganger. Tandem MS gir ytterligere strukturinformasjon og bedre 
følsomhet enn et «single MS»-instrument. 
 
                              
Figur 6. Skjematisk ilustrasjon av trippel-kvadrupolen i tandem MS/MS (ilustrasjon 
hentet fra webside http://www.intechopen.com, 2014 og modifisert av Petra Jankovic) 
[42] 
2.10.5 UHPLC-MS/MS 
 
Kliniske og rettstoksikologiske analyser for bestemmelser og kvantitative analyser av 
legemidler i biologiske medier som blod, plasma, serum, urin og hår blir ofte utført med LC-
MS/MS instrumenter. UHPLC koblet til tandem MS/MS gir bedre separasjon, bedre 
selektivitet, kortere kjøretid ved hjelp av høy væskegjennomstrømning og bedre følsomhet. 
Dette er et veldig effektivt instrument og bedre separasjon kan redusere eventuelle 
18 
 
forstyrrelser fra matriks-komponenter [45]. I denne oppgaven ble en del innledende forsøk 
utført med et Agilents UHPLC-MS/MS instrument (Santa Clara, CA, USA) bestående av en 
1290-serie UHPLC, et 6490 trippelkvadrupol massespektrometer og datastyrings- og 
databehandlingsprogramvaren MassHunter. Hoveddelen av arbeidet ble utført med et UPLC-
MS/MS instrument fra Waters Corporation (Milford, MA, USA) koblet til en Acquity UPLC, 
et Xevo TQ MS/MS instrument, Figur 7 og datastyrings- og databehandlingsprogramvaren 
MassLynx v 4.1 og TargetLynx. 
 
                     
Figur  7. Waters Acquity UPLC koblet til Xevo TQ MS/MS 
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3 Eksperimentelt 
3.1 Karakteristikk av modellanalytter 
Modellanalyttene som ble brukt i tillaging av arbeidsløsningen, standarder og kontroller er 
vist i Tabell 2, samt deres enten produsent eller leverandør. Det var bare manglende 
informasjon på produsent eller leverandør for ketobemidon. Denne analytten er oppgitt som 
ukjent i FHI-RE sitt rensstoffoversiktsdokument. 
Tabell 2: Modellanalytter benyttet i standarder og kontroller 
Modellanalytt Molekylvekt Leverandør og/eller produsent 
Ketobemidon 283,79 Ukjent 
Metoprolol 684,81 Chiron AS (Trondheim, Norge) 
Mirtazapin 265,35 Organon (Trondheim, Norge) 
Quetiapin 883,09 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Tramadol 299,84 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Paroxetin 365,83 Chemos (Regenstauf, Tyskland) 
Citalopram 405,31 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Venlafaxin 313,86 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Mianserin 300,87 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Nortriptylin 299,84 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Amitriptylin 313,86 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
Sertralin 342,69 Pfizer AS (NYC, USA) 
Levomepromazin 364,93 Promochem (Bernaluru, Karnataka, 
India) 
Alimemazin 746,99 British Pharmacopeia C Lab (London, 
UK) 
Trimipramin 410,52 Sigma-Aldrich (Steinheim, Tyskland) 
 
I denne oppgaven ble seks deuteriummerkede substanser brukt som internstandarder, Tabell 
3. Noen av analyttene hadde sin egen internstandard, mens for de andre analyttene ble valg av 
internstandard basert på nærmeste retensjonstid. For ketobemidon og metoprolol ble 
mianserin-D3 benyttet [10]. 
 
 
 
20 
 
Tabell 3: Deuteriummerkede substanser benyttet som internstandarder  
 Molekylvekt Leverandør og/eller produsent 
Sertralin-D3 345,69 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Nortripylin-D3 302,84 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Mianserin-D3 267,40 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Citalopram-D6 411,31 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Trimipramin-D3 297,40 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
Amitripylin-D3 316,84 Cerilliant (Round Rock, Tx, USA) 
  
3.2 Utstyr og forbruksmateriell for PALME 
Forbruksmateriell, apparaturer og utstyr som ble brukt i denne metoden er vist i Tabell 4, 
samt deres leverandør eller produsent. 
Tabell 4: Forbruksmateriell og utstyr benyttet i metoden 
 
Pipetter Produkt Leverandør (Land) 
Standarder/kontroller Finnpipette/ 
Eppendorf Multipipette 
Xstream 
Labosystems (Vantaa, 
Finland) /VWR 
(Pennsylvania, USA) 
Fullblod Finnpipette med filter/ 
Eppendorf Multipipette 
Xstream 
Labosystems (Vantaa, 
Finland) /VWR 
(Pennsylvania, USA) 
Obduksjonsblod Finnpipette med filter Labsystems (Vantaa, 
Finland) 
Internstandard Finnpipette/ Eppendorf 
Multipipette Xstream 
Labsystems (Vantaa, 
Finland) /VWR 
(Pennsylvania, USA) 
Organisk løsemiddel Finnpipette/Eppendorf 
Multipipette Xstream 
Laboystems (Vantaa,Finland) 
/VWR (Pennsylvania, USA) 
Rør Produkt Leverandør (Land) 
Standard, IS og 
rekonstitueringsløsninger 
5 ml plastrør (spiss bunn) Sarstedt (Hildesheim, 
Tyskland) 
Standard, IS og 
rekonstitueringsløsninger 
5 ml glassrør (spiss bunn) ApodanNordic (København, 
Danmark) 
Autosamplerglass Polypropylen vial med Snap 
Cap 300 µl PFTE/Silicon 
Septa 
Waters (MA, USA) 
Pipettespisser Plastspisser for engangsbruk Sartorius (Helsinki, Finland) 
Eppendorf Multipipette 
spisser 
Plastspisser for engangsbruk VWR (Pennsylvania, USA) 
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8-kanalspipette  Mettler Toledo (Kusnacht, 
Sveits) 
Apparatur Produkt Leverandør (Land) 
Ristemaskin/ekstraksjon Vibramax 100 Heidolph (Schwabach, 
Tyskland) 
Ristemaskin Multitube vortexer VWR (Pennsylvania, USA) 
pH-meter Schott instruments Lab 870 
med Blue line elektrode 
VWR (Pensylvania, USA) 
pH-papir for blod  Merck (Darmstadt, 
Tyskland) 
 
Plata Produkt Leverandør (Land) 
96 brønner donorplata Agilent U96 Polypropylen 
PP 0,5ml 
Agilent (CA, USA) 
96 brønner akseptorplata MultiScreen-IP Filter 
MAINP 4550 med 0,45 µm 
porøs PVDF membran/filter 
Millipore (MA, USA) 
Lokk for ekstraksjon MultiScreen-IP MAINP 4550 
lokk 
Millipore (MA, USA) 
 
 
3.3 Betingelser for PALME  
Donorplata av polypropylen med 96 brønner ble bestilt fra Agilent. Brønnene på donorplata 
har volum på 0,5 ml og er markert på den ene siden med tallene fra 1 til 12 og på den andre 
siden med blokkbokstaver fra A til H. Akseptorplata med 96-brønners format ble bestilt fra 
Millipore og er akrylisk MultiScreen-IP filter plate type MAINP4550 med 0,45 µm porøs 
hydrofob PVDF membran, og det følger med et plastikk lokk [23]. Disse platene kan etter 
tilsetting av alle løsninger og blod legges sammen i en «sandwichform» med lokk på toppen 
som beskytter slik at akseptorløsning ikke søles mellom brønnene ved risting. Analyttene i 
PALME-oppsettet ekstraheres ved å settes på risting i 40 min. ved 900 rpm. 
Etter ekstraksjon ble lokket fjernet og akseptorplata forsiktig tatt ut. Ekstraktene i 
akseptorfasen pipetteres enten over i autosamplerglass eller til en ny donorplate som kan 
analyseres direkte med UPLC-MS/MS-instrumentet etter konfigurering av autosampler. Ved 
overføring av ekstraktene til den nye donorplata settes en silikonmatte på toppen av plata. 
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Matten er fra samme produsent som donorplata, Agilent, og er tilpasset denne type plater, slik 
at injiseringsnålen fra UPLC-MS/MS instrumentet lett kan gå gjennom den. 
3.4 Betingelser for UHPLC-MS/MS 
 
I denne oppgaven ble samme UHPLC-MS/MS betingelser brukt som i en publisert rutine-
metode ved FHI-RE, [10]. I rutinemetoden utføres prøveopparbeidelse ved hjelp av væske-
væskekromatografi (LLE). 
3.4.1 UHPLC betingelser 
De neste to tabeller viser betingelsene som ble benyttet i validering av metoden på UHPLC- 
instrumentet, Tabell 5 og 6. 
Tabell 5: UHPLC-parametere 
Kolonne Waters Acquity BEH C18 (2,1mm x 100mm, 1,7 µm) 
Forkolonne VanGuard (2,1mm x 5mm, 1,7 µm) 
Analysetid 8 minutter 
Volumstrøm 0,5 ml/min 
Injeksjonsvolum 2 µl 
Temperatur i autosampler 10°C 
Kolonnetemperatur 65°C 
Kaillærspenning 1 kV 
Mobilfaseløsning A 5 mM ammoniumformatbuffer pH 10,2 
Mobilfaseløsning B ACN 
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Tabell 6: UHPLC-gradient 
Tid (min) Væskestrøm 
(ml/min) 
% A % B 
0,50 0,5 90 10 
0,51 0,5 60 40 
3,50 0,5 27 63 
5,50 0,5 10 90 
5,51 0,5 2 98 
7,00 0,5 2 98 
7,01 0,5 90 10 
 
Tabell 6 viser UHPLC-gradienten hvor A er bufferløsning av ammoniumformat justert til pH 
10,2 og B er ACN. Gradienten fra 1,1 til 4,5 minutter går inn i massespektrometeret, mens 
resten ledes over til avfallsbeholderen for å unngå at uønskede komponenter tidlig og sent i 
gradienten kan kontaminere massespektrometeret [10]. 
3.4.2 MS/MS- betingelser 
Det ble benyttet samme betingelser for MS-metoden og ionekildeinnstillinger som i rutine-
metoden ved FHI-RE, Tabell 7,8. MRM overganger, cone-spenning, kollisjonsenergier, 
dwell-tider og valg av IS ble brukt likt som i rutinemetoden [10]. Den første overgangen 
angitt i tabellen for hver analytt ble brukt til kvantifisering. 
Tabell 7: MS metode innstillinger 
Analytt RT MRM 
overgang 
Cone-
spenning 
(V) 
Kollisjons-
energi 
(eV) 
Dwelltid 
(s) 
IS 
Alimemazin 4,06 299,2->180,0 
299,2->212,1 
30 
30       
40 
22 
0,017 
0,017  
Trimipramin-d3 
Amitriptylin 3,89 278,1->233,0 
278,1->117,0 
36 
36 
16 
24 
0,017 
0,017  
Amitriptylin-d3 
Citalopram 2,66 325,1->262,0 
325,1->234,0 
34 
34 
20 
30 
0,017 
0,017  
Citalopram-d6 
Ketobemidon 1,50 248,2->230,1 
248,2->190,2 
36 
36 
20 
32 
0,047 
0,047 
Mianserin-d3 
Levomepromazin 3,95 329,1->242,0 
329,1->166,9 
40 
40 
24 
58 
0,017 
0,017 
Amitriptylin-d3 
Mianserin 3,16 265,2->208,2 
265,2->70,1 
36 
36 
20 
20 
0,030 
0,030 
Mianserin-d3 
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Mirtazapin 2,27 266,2->209,0 
266,2->195,1 
26 
26 
14 
22 
0,047 
0,047 
Citalopram-d6 
Metoprolol 1,73 268,1->133,0 
268,1->191,0 
32 
32 
26 
18 
0,047 
0,047 
Mianserin-d3 
Nortriptylin 3,22 264,1->233,0 
264,1->191,0 
26 
26 
14 
22 
0,030 
0,030 
Nortriptylin-d3 
Paroxetin 2,60 330,2->192,2 
330,2->151,0 
36 
36 
20 
22 
0,017 
0,017 
Citalopram-d6 
Quetiapin 2,29 384,0->221,0 
384,0->253,0 
36 
36 
36 
22 
0,047 
0,047 
Citalopram-d6 
Sertralin 3,92 306,2->275,0 
306,2->159,0 
18 
18 
12 
26 
0,017 
0,017 
Sertralin-d3 
Tramadol 2,44 264,2->246,2 
264,2->58,0 
20 
20 
12 
14 
0,017 
0,017 
Citalopram-d6 
Trimipramin 4,27 295,2->193,0 
295,2->208,0 
30 
30 
42 
26 
0,063 
0,063 
Trimipramin-d3 
Venlafaxin 2,77 278,2->260,0 
278,2->121,0 
34 
34 
12 
26 
0,017 
0,017 
Citalopram-d6 
Mianserin-d3 3,14 268,2->208,2 36 20 0,030  
Nortriptylin-d3 3,20 267,1->233,0 26 14 0,030  
Citalopram-d6 2,61 331,1->262,0 34 20 0,017  
Amitriptylin-d3 3,85 281,1->233,0 36 16 0,017  
Sertralin-d3 3,90 309,2->275,0 18 12 0,017  
Trimipramin-3 4,25 298,2->208,0 30 26 0,063  
 
 
 
Tabell 8: Ionekilde innstillinger 
Ionekilde Innstillinger 
Kapilærspenning 1 kV 
Ekstraktor 5 V 
Ionekildetemperatur 150 °C 
Tørkegasstemperatur 650 °C 
Cone gass volumstrøm 60 L/time 
Tørkegass volumstrøm 1100 L/time 
Kollisjonsgass volumstrøm 0,15 mL/min 
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3.5 Kjemikalier 
 
Kjemikalier brukt i metoden, sammen med blod, vann og gasser og deres leverandører eller 
produsenter er angitt i Tabell 9. 
Tabell 9: Kjemikalier 
 
Kjemikalier Kvalitet Produsent/Leverandør 
Acetonitril HPLC Far UV LabScan (Gliwice, Poland) 
Ammoniakk 25 % p.a. Merck (Darmstadt, Tyskland) 
Ammoniumformat >98 % VWR (Pennsylvania, USA) 
Metanol p.a. Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Tyskland) 
Maurisyre 98 % VWR (Pennsylvania, USA) 
Etylacetat p.a. VWR (Pennsylvania, USA) 
Natriumhydroksid p.a. Merck (Darmstadt, Tyskland) 
Diheksyleter p.a. Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Tyskland) 
Trioktylamin p.a. Fluka (Buchs, Sveits) 
Isopentylbenzen p.a. Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Tyskland) 
Dodecylacetat p.a. Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Tyskland) 
Nonanon p.a. Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Tyskland) 
Blod  Blodbanken, Oslo Ullevål 
Universitetssykehus 
Milli-Q vann >18 mΩ Millipore (CA, USA) 
Argon gass  AGA 
Nitrogengass  Sentralgassanlegg 
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3.6 UHPLC-løsninger 
3.6.1 Mobilfase  
En stamløsning av mobilfase på 50 mM ammoniumformat ble laget. Stamløsningen ble 
oppbevart i opptil 3 måneder ved + 4 °C. 
Bufferløsningen for bruk på UHPLC-instrumentet ble laget ved å fortynne stamløsning 1:10 
(v/v) med Milli-Q vann og justere pH til 10,2 med 25 % ammoniakk. Acetonitril ble benyttet 
som organisk fase. 
3.6.2 Andre løsninger 
Etter at serier er analysert benyttes en løsning for å vaske kontinuerlig gjennom kolonnen med 
lav væskestrøm når instrumentet er satt i «stand by». Til dette formålet ble en ACN og Milli-
Q-vann løsning i forhold 30:70 (v/v).benyttet  
For å unngå overdrag (eng. carry-over) mellom prøver injisert i instrumentet benyttes en sterk 
vaskeløsning (eng. strong wash) til vask av injiseringsnål og injektor mellom de injiserte 
prøvene. Denne løsningen bestod av ACN og Milli-Q vann i forhold 90:10 (v/v). 
For å skylle ut den sterke vaskeløsningen fra injektor ble det brukt en svak vaskeløsning (eng. 
weak wash) av ACN og Milli-Q vann i forhold 10:90 (v/v).  
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3.7 PALME-løsninger 
3.7.1 Standarder 
Ferdiglagde stamløsninger av hver av de femten basiske legemidlene fantes ved FHI-RE. 
Stamløsningene på 9,527 mM av amitriptylin, 4,495 mM av alimemazin, 1,530 mM av 
citalopram, 5,434 mM av ketobemidon, 4,171 mM av levomepromazin, 7,421 mM av 
metoprolol, 4,938 mM av mianserin, 5,796 mM av mirtazapin, 5,356 mM av nortriptylin, 
3,975 mM av paroxetin, 2,607 mM av quetiapin, 4,409 mM av sertralin, 7,896 mM av 
tramadol, 4,711 mM av trimipramin og 5,564 mM av venlafaxin ble laget i metanol og 
oppbevart ved -20 °C.  
For optimaliserings- og valideringsforsøkene ble stamløsningene fortynnet med metanol til en 
arbeidsløsning med alle femten modellsubstanser med konsentrasjon av den enkelte analytt på 
enten 20, 40, 80 eller 160 µM. Første gruppe med konsentrasjon på 20 mM inneholdt 
ketobemidon, alimemazin, sertralin, mirtazapin og paroxetin, andre gruppe på 40 mM 
inkluderte citalopram, mianserin, quetiapin, nortriptylin, levomepromazin og trimipramin, 
tredje gruppe på 80 mM inkluderte amitriptylin, tramadol og venlafaxin, og fjerde gruppe 
med konsentrasjon på 160 mM bestod av metoprolol. De fire gruppene av modellanalyttene 
ble valgt etter konsentrasjoner slik at de kan dekke det terapeutiske området for hver substans 
ved videre fortynninger. Arbeidsløsningen ble oppbevart ved - 20 °C. 
For optimaliseringsforsøkene i vandige løsninger ble det laget standardløsninger nummerert 
fra 1 til 6, som dekker det subterapeutisk til toksiske området, ved å fortynne arbeidsløsningen 
med 10 mM NaOH i forhold 1:10, 1:25, 1:50, 1:80, 1:100 og 1:200 (v/v). For optimaliserings- 
og valideringsforsøkene i blod ble blod tilsatt standardløsninger. Standardløsningene 
nummerert fra 0 til 8, Tabell 11, ble laget ved å fortynne arbeidsløsningen med Milli-Q vann. 
Standardene for både optimaliseringsforsøkene i vandige løsninger og for optimaliserings- og 
valideringsforsøkene i blod ble oppbevart ved + 4 °C.   
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Tabell 10: Konsentrasjoner av standarder i blod 
 
Analytt Arbeids- 
løsning 
(µM) 
Std 0 
(µM) 
Std 1 
(µM) 
Std 2 
(µM) 
Std 3 
(µM) 
Std 4 
(µM) 
Std 5 
(µM) 
Std 6 
(µM) 
Std 7 
(µM) 
Std 8 
(µM) 
Ketobemidon 20 0,0015 0,015 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 1,5 3 
Mirtazapin 20 0,0015 0,015 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 1,5 3 
Alimemazin 20 0,0015 0,015 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 1,5 3 
Paroxetin 20 0,0015 0,015 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 1,5 3 
Sertralin 20 0,0015 0,015 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 1,5 3 
Quetiapin 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Mianserin 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Levomepromazin 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Trimipramin 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Nortriptylin 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Citalopram 40 0,003 0,03 0,06 0,12 0,3 0,6 1,2 3 6 
Amitriptylin 80 0,006 0,06 0,12 0,24 0,6 1,2 2,4 6 12 
Tramadol 80 0,006 0,06 0,12 0,24 0,6 1,2 2,4 6 12 
Venlafaxin 80 0,006 0,06 0,12 0,24 0,6 1,2 2,4 6 12 
Metoprolol 160 0,012 0,12 0,24 0,48 1,2 2,4 4,8 12 24 
 
3.7.2 Kontroller 
Fire kontroller ble i en rekkefølge fra 1 til 4 laget av samme arbeidsløsningen som 
standardene ved å fortynne dem med Milli-Q vann til ønsket konsentrasjon, Tabell 12. 
Kontrollene i nivå 1 og 2 ble laget i veldig lave konsentrasjoner for å finne ut de minste 
detekterbare og kvantifiserbare konsentrasjoner (LOD, LOQ) for hver modellanalytt. 
Tabell 12: Konsentrasjoner av kontroller i blod 
Analytt Arbeidsløsning 
(µM) 
K 1 
(µM) 
K 2 
(µM) 
K 3 
(µM) 
K 4 
(µM) 
Ketobemidon 20 0,00225 0,0225 0,45 2,25 
Mirtazapin 20 0,00225 0,0225 0,45 2,25 
Alimemazin 20 0,00225 0,0225 0,45 2,25 
Paroxetin 20 0,00225 0,0225 0,45 2,25 
Sertralin 20 0,00225 0,0225 0,45 2,25 
Quetiapin 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Mianserin 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Levomepromazin 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Trimipramin 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Nortriptylin 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Citalopram 40 0,0045 0,045 0,9 4,5 
Amitriptylin 80 0,009 0,09 1,8 9 
Tramadol 80 0,009 0,09 1,8 9 
Venlafaxin 80 0,009 0,09 1,8 9 
Metoprolol 160 0,018 0,18 3,6 18 
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3.7.3 Internstandarder 
For tillaging av internstandard stamløsninger ble det brukt ferdigkjøpte 1 ml metanol ampuller 
for hver av internstandardene sertralin-d3, nortriptylin-d3, mianserin-d3, citalopram-d6, 
trimipramin-d3 og amitriptylin-d3 og de ble fortynnet i metanol til 10 ml i hver sin målekolbe. 
Konsentrasjoner i alle ampuller er på 100 µg/ml. Konsentrasjonen av internstandard (IS) i 
stamløsningene ble på 30,7 µM av sertralin-d3, 35,7 µM av nortriptylin-d3, 35,5 µM av 
mianserin-d3, 28,8 µM av citalopram-d6, 31,9 µM av trimipramin-d3 og 33,9 µM av 
amitriptylin-d3. Internstandard stamløsningene ble oppbevart ved -20 °C. 
Bruksløsning av internstandard ble laget ved å tilsette 450 µl sertralin-d3, 800 µl nortriptylin-
d3, 800 µl mianserin-d3, 1000 µl citalopram-d6, 900 µl trimipramin-d3 og 1700 µl 
amitriptylin-d3 og fortynne med Milli-Q vann til 50 ml i en målekolbe. Bruksløsning av 
internstandardene ble oppbevart ved + 4 °C og beskyttet mot lys. 
3.7.4 Donorfase 
For optimaliseringsforsøkene i de vandige løsningene ble en donorfase bestående av 225 µl av 
standard fortynnet fra arbeidsløsningen med 10 mM NaOH og 25 µl av IS bruksløsningen 
brukt. Blank prøve bestod av 250 µl av 10 mM NaOH og kontrollnullprøve bestod av 225 µl 
10 mM NaOH og 25 µl av bruksløsningen av IS. 
For optimaliserings- og valideringsforsøkene i blod bestod donorfasen av 100 µl fullblod, 50 
µl NaOH, 75 µl standard fortynnet fra arbeidsløsningen med Milli-Q vann og 25 µl 
bruksløsningen av IS. Blank og kontrollnullprøver i donorfase bestod av 100 µl fullblod, 50 
µl NaOH og 100 µl Milli-Q vann (blank) og 100 µl fullblod, 50 µl NaOH, 75 µl Milli-Q vann 
og 25 µl IS (kontrollnullprøve). 
3.7.5 Organisk fase 
Organisk fase i alle forsøkene bestod av 2, 2,5, 3 eller 3,5 µl av en eller to sammensatte 
organiske faser. Disse løsemidlene er ikke flyktige og ikke blandbare med vann. I denne 
oppgaven ble flere ulike organiske faser testet: diheksyleter, 2 % trioktylamin i diheksyleter 
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(v/v), isopentylbenzen, 2 % trioktylamin i isopenylbenzen (v/v), dodecylacetat, 2 % 
trioktylamin i dodecylacetat, nonanon, 2 % trioktylamin i nonanon og etylacetat og 2 % 
trioktylamin i etylacetat. I det endelige oppsettet ble 2 % trioktylamin i dodecylacetat brukt, 
laget ved å blande trioktylamin og dodecylacetat i forhold 2:98 (v/v).  
3.7.6 Akseptorfase 
Akseptorfase for alle forsøkende ble laget fra 98 % HCOOH ved å fortynne med Milli-Q vann 
til en konsentrasjon på 20 mM av HCOOH. I optimaliseringsforsøkene ble 50 µl, 250 µl, 300 
µl og 350 µl av 20 mM HCOOH brukt. I valideringen ble 250 µl av 20 mM HCOOH brukt. 
3.8 Autentiske prøver 
I saker fra politiet ved mistanke om påvirkning, tas det blodprøver som sendes til FHI-RE for 
analyse. Disse sakene kalles påvirkningssaker. En rettslig obduksjon rekvireres ved 
mistenkelige dødsfall eller uklare dødsårsaker. For analyser fra obduksjoner kan forskjellige 
biologiske væsker brukes, men hovedsakelig brukes blod. Blodprøver fra obduksjonssaker 
kalles obduksjonsblod. I denne oppgaven ble fire påvirkningssaker og åtte obduksjonssaker 
analysert med PALME og sammenlignet med de resultatene som var funnet med 
rutinemetoder ved FHI-RE.  
3.9 Validering av metode 
Før en ny analytisk metode skal brukes i rettsmedisin eller klinisk toksikologi er 
metodeutvikling og en grundig metodevalidering påkrevd [46]. Validering av denne metode 
er utført i henhold med ICH Q2A Guideline for validering av analytiske metoder [47] og 
retningslinjer i Food og Drug administration, FDA, USAs veiledning for validering i industri 
og validering av bioanalytiske metoder [48]. 
3.9.1 Identifikasjon 
Analyttene ble identifisert ut i fra retensjonstider og to MRM-overganger [49], en primær- og 
en sekundærovergang for hver analytt. 
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3.9.2 Standardkurver og linearitet 
Standardkurven er lineær hvis metoden har egenskapen til å gi responsen i en lineær funksjon 
av konsentrasjon innenfor en gitt konsentrasjonsområdet [50]. Linearitet ble bestemt ved å 
lage standardkurver for hver analytt ved å plotte signal-respons i funksjon av kjent 
konsentrasjon av standarder [47, 48, 50]. Kalibreringen omfattet 1/x vekting. Det ble kjørt tre 
ulike analyseserier med ekstrakter, den ene med seks prøvereplikater for hver standard og de 
andre to med tre prøvereplikater for hver standard i rekker av totalt elleve standarder. Disse 
standardene dekket et stort konsentrasjonsområde, fra terapeutisk område til lavere enn 
metodens deteksjonsgrense (LOD), samt at høyeste standard var to ganger høyere enn høyeste 
vanlige terapeutiske konsentrasjon [10]. Standardkurvene og linearitet ble beregnet ved hjelp 
av et excelbasert-valideringsverktøy utarbeidet ved Retskemisk Afdeling, Retsmedicinsk 
Institutt, Københavns Universitet og modifisert ved FHI-RE. Verktøyet automatiserer 
uthenting av data fra Masslynx. 
3.9.3 Repeterbarhet, intermediær presisjon og nøyaktighet 
Repeterbarhet ble bestemt ved å analysere ti prøvereplikater av tre kontroller på en serie. 
Intermediær presisjon ble bestemt ved å analysere tre prøvereplikater av fire kontroller i seks 
serier, kjørt ved seks ulike dager. Nøyaktighet ble bestemt for repeterbarhet og intermediær 
presisjon og ble beregnet som prosent avvik fra teoretiske verdi. Beregning av repeterbarhet 
og intermediær presisjon ble utført ved hjelp av validerings-verktøyet ved FHI-RE. 
3.9.4 Ekstraksjonsutbytte 
Ekstraksjonsutbyttet ble bestemt for to konsentrasjonsnivåer, et lavere (Std 3) og et høyere 
nivå (Std 5) med åtte prøvereplikater av hver på en serie før ekstraksjon og tre prøvereplikater 
av hver på en serie etter ekstraksjon. Konsentrasjoner av disse standardene er vist i kapittel 
3.7.1. For å analysere ekstraksjonsutbyttet ble metoden «postextraction addition» brukt. 
Analyttene ble tilsatt før ekstraksjon og internstandard etter ekstraksjon og sammenlignet med 
analyttene og internstandardene tilsatt i blanke ekstrakter etter ekstraksjon [51]. Ekstraksjons-
utbyttet ble beregnet uten og med hensyn til IS. Uten hensyn til IS ble beregnet som 
prosentforhold av topphøyde av analyttene tilsatt før ekstraksjon og topphøyde av analyttene 
tilsatt etter ekstraksjon. Med hensyn til IS ble beregnet som forholdet mellom analyttene 
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tilsatt før ekstraksjon og IS tilsatt etter ekstraksjon og forholdet mellom både analyttene og IS 
tilsatt etter ekstraksjon. 
3.9.5 Matrikseffekter 
Matrikseffekter ble bestemt for to konsentrasjonsnivåer (Std 3 og Std 6) ved å ekstrahere seks 
ulike blanke blodprøver med en replikat av hver på en serie. Konsentrasjoner av analyttene er 
også vist i kapittel 3.7.1. Til ekstraktene med matriks ble analyttene og IS tilsatt for å stemme 
overens med de overnevnte konsentrasjonsnivåene. For sammenligning og beregning av 
matrikseffekter ble analyttene og IS tilsatt i like mengder av sur akseptorløsning uten matriks 
til samsvarende konsentrasjoner, og fire prøvereplikater ble analysert i samme serie. 
Matrikseffekter ble beregnet som prosent-forhold mellom ekstraktene med matriks tilsatt 
analyttene og IS og akseptorløsning uten matriks tilsatt analyttene og IS [52]. Verdi på 
matrikseffekter høyere enn 100 % indikerer en økt ionisering av analytter i matriksen, mens 
verdi mindre enn 100 % er indikasjon på en ioneundertrykking av analytter i matriksen. 
3.9.6 Spesifisitet 
I spesifisitetstesten ble seks ulike blanke blodprøver, blanke med IS (kontrollnullprøver), 
standardene og omtrent 53 ulike analytter fra andre metoder i rutinebruk ved FHI-RE 
ekstrahert for å undersøke om det er noen analytter som kan interferere med analyttene av 
interesse og forstyrre signal-responsen. 
3.9.7 Metodens deteksjons- og kvantifiseringsgrense (LOD og LOQ) 
Metodens deteksjonsgrense (LOD) ble bestemt ved å fortynne den laveste standard (Std1) 
med konsentrasjon tidligere vist i kapittel 3.7.1 med MilliQ-vann 10, 100, og 200 ganger for 
alle analyttene og ekstrahere i fullblod med seks prøvereplikater. Signal til støy forhold (S/N) 
ble tatt hensyn til for beregning av LOD og kravet var minimum S/N > 3. 
Metodens kvantifiseringsgrense (LOQ) ble bestemt som den laveste av de undersøkte 
konsentrasjonene hvor relativt standard avvik (RSD), samt avvik fra teoretisk verdi 
(nøyaktighet) var < 20 %. S/N forholdet ble også vurdert for beregning av LOQ og kravet var 
S/N > 10 for begge MRM-overgangene for alle analyttene.  
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3.9.8 Overdrag (Carry-over) 
Muligheten for problemer med overdrag ble bestemt ved å kjøre høyeste standard som er to 
ganger høyere enn høyeste terapeutiske konsentrasjon og deretter to blank og en kontroll-
nullprøve.  
3.9.9 Holdbarhet av ekstrakter 
Holdbarhet av en analyseserie med ekstrakter ble bestemt ved å analysere ekstraktene etter en 
dag ved romtemperatur (23 ºC) og etter to uker i fryseren (-20 ºC). 
3.9.10 Sammenligning med autentiske prøver 
Analyse av autentiske prøver ble utført med blod fra levende personer fra fire påvirknings-
saker og obduksjonsblod fra åtte obduksjonssaker. Sakene var analysert i 2013 med 
rutinemetoden ved FHI-RE og satt i fryseren. Nytt uttak av prøvene ble opparbeidet med 
PALME og analysert våren 2014. Resultatet ble sammenlignet med resultatene fra 2013. 
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4 Resultater og diskusjon 
4.1 Optimalisering av PALME i vandige løsninger 
Optimalisering av PALME-parametere ble utført først i vandige løsninger for å teste hvordan 
oppsettet fungerer med disse femten basiske analyttene, og fordi PALME ikke tidligere var 
gjort med fullblod. Resultatet oppnådd med vandige løsninger er beskrevet under innledende 
forsøk. 
4.1.1 Innledende forsøk 
Basert på tidligere forskning med PALME ble innledende forsøk utført i vandige 
standardløsninger. Standarder for innledende forsøk i seks ulike konsentrasjonsnivåer ble 
laget som tidligere nevnt i kapittelet 3.7.1. Videre ble det pipettert 225 µl av standardene i 
brønner av donorplata og tilsatt 25 µl av IS. I det første innledende forsøket ble 2 µl av 
organisk fase påført PVDF-membranen. Organisk fase ble valgt basert på tidligere forsøk [1] 
der best resultat ble oppnådd med diheksyleter, men på grunn av at PVDF-membranen viste 
mulige ikke-spesifikke bindinger, ble diheksyleter med tilsatts av 2 % av trioktylamin også 
undersøkt. I akseptorplaten ble 50 µl av 20 mM HCOOH tilsatt og ristet i 15 minutter ved 900 
rpm. Ristetid og ristehastighet ble valgt ut ifra tidligere forsøk [1]. I dette første innledende 
forsøket ble det sett på linearitet med IS, og testet seks ulike IS til hver analytt med begge 
organiske faser for å prøve å finne den som passet best Tabell 13 og 14. De innledende 
forsøkene ble utført ved å injisere 0,7 µl av ekstrakter på analyseinstrumentet.  
Tabell 13: Regresjonskoeffisient (R²) med seks ulike IS for organisk fase-diheksyleter 
 Mianserin- 
d3 
Nortriptylin- 
d3 
Citalopram 
d6- 
Amitriptylin 
d3- 
Sertralin- 
d3 
Trimipramin- 
d3 
Ketobemidon 0,239 0,019 0,040 0,059 0,074 0,061 
Metoprolol 0,737 0,496 0,599 0,722 0,755 0,740 
Mirtazapin 0,945 0,325 0,619 0,701 0,680 0,708 
Quetiapin 0,739 0,141 0,285 0,431 0,434 0,447 
Tramadol 0,964 0,328 0,629 0,732 0,714 0,735 
Citalopram 0,985 0,817 0,960 0,961 0,952 0,971 
Paroxetin 0,968 0,960 0,987 0,974 0,967 0,959 
Venlafaxin 0,976 0,428 0,730 0,805 0,791 0,805 
Nortriptylin 0,980 0,934 0,972 0,992 0,978 0,989 
Mianserin 0,983 0,516 0,786 0,853 0,832 0,852 
Amitriptylin 0,980 0,713 0,846 0,939 0,935 0,937 
Sertralin 0,982 0,796 0,915 0,967 0,945 0,969 
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Levomepromazin 0,968 0,916 0,968 0,983 0,946 0,981 
Alimemazin 0,974 0,933 0,947 0,993 0,974 0,995 
Trimipramin 0,973 0,804 0,891 0,966 0,953 0,969 
 
Tabell 14: Regresjonskoeffisient (R²) med seks ulike IS for organisk fase-diheksyleter med 2 
% tilsats av trioktylamin 
 Mianserin- 
d3 
Nortriptylin- 
d3 
Citalopram- 
d6 
Amitriptylin- 
d3 
Sertralin- 
d3 
Trimipramin- 
d3 
Ketobemidon 0,394 0,382 0,380 0,427 0,566 0,471 
Metoprolol 0,418 0,406 0,397 0,494 0,615 0,551 
Mirtazapin 0,917 0,932 0,941 0,927 0,898 0,929 
Quetiapin 0,771 0,775 0,813 0,796 0,810 0,816 
Tramadol 0,910 0,919 0,911 0,912 0,917 0,932 
Citalopram 0,950 0,966 0,962 0,963 0,938                0,966 
Paroxetin 0,944 0,958 0,962 0,945 0,926 0,949 
Venlafaxin 0,950 0,960 0,959 0,947 0,936 0,958 
Nortriptylin 0,964 0,977 0,969 0,971 0,954 0,975 
Mianserin 0,966 0,976 0,966 0,967 0,953 0,972 
Amitriptylin 0,946 0,947 0,919 0,957 0,985 0,972 
Sertralin 0,963 0,973 0,959 0,979 0,969 0,983 
Levomepromazin 0,963 0,976 0,972 0,980 0,946 0,976 
Alimemazin 0,964 0,978 0,973 0,984 0,953 0,981 
Trimipramin 0,962 0,967 0,948 0,977 0,982 0,985 
 
Resultater i de to overnevnte tabeller viser R² verdiene beregnet med lineære kurver og 1/x 
vekting. De resultatene som er vist med fete typer representer de beste resultatene. En 1/x 
kalibreringsvekting brukes ofte i bioanalytiske metoder [53]. 
Resultatene i Tabell 13 og Tabell 14 viser at linearitet ikke ble tilfredsstillende (R² ≥ 0,99) for 
de fleste av analyttene ved 15 minutters ristetid og 2 µl av organisk fase i forsøkene med 
vandige løsninger. R² ble litt bedre med diheksyleter. Det ble derfor videre undersøkt mengde 
av organisk fase og ristetid og sett på utbytte og RSD verdier uten og med IS. Uttesting av 
ulike mengder av organiske faser ble undersøkt med 2, 2,5, 3 og 3,5 µl av diheksyleter med 
og uten 2 % tilsats av trioktylamin. 
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Figurene 8-13 viser resultater fra disse forsøkene. Resultater for de fleste av analyttene ble 
best ved bruk av 3 µl av diheksyleter og ved ristetid på 30 minutter. 
Figur 8. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 15 minutter ristetid og med diheksyleter 
 
Figur 9. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 15 minutter ristetid og med 2 % trioktylamin i 
diheksyleter 
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Figur 10. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 20 minutter ristetid og med diheksyleter 
 
Figur 11. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 20 minutter ristetid og med 2 % trioktylamin 
i diheksyleter 
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Figur 12. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 30 minutter ristetid og med diheksyleter 
 
 
Figur 13. Ekstraksjonsutbytte prosent ved 30 minutter ristetid og med 2 % trioktylamin 
i diheksyleter 
 
Ut ifra disse forsøkene ble det bestemt å gå videre med ristetid på 30 minutter med volumer 
på 2,5 µl diheksyleter med og 3 µl uten tilsats av trioktylamin. I Tabeller 15 g 16 er resultater 
med ulike mengder av organisk fase diheksyleter vist med og uten tilsats av trioktylamin og 
ved ulik ristetid med RSD verdiene uten og mot IS.  
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Tabell 15: Ulike mengder og ristetid med diheksyleter som organisk fase 
 RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
Ketobemidon 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 38 28 0  84 64 3  91 42 6  
2,5 µl 54 29 0 87 69 6  75 9 17  
3 µl 36 1 0  81 72 10  149 6 1  
3,5 µl 31 0 0 64 63 11  15 16 1  
Metorpolol 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 71 71 11  98 62 9  74 71 10  
2,5 µl 32 17 15  44 61 14  12 26 20  
3 µl 36 2 15  28 21 16  3 1 39  
3,5 µl 38 8 18  18 18 18  4 7 37  
Mirtazapin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 13 15 99  19 45 86  13 11 85  
2,5 µl 16 19 98  18 41 86  6 7 95  
3 µl 28 4 104  10 10 96  3 6 108  
3,5 µl 32 12 105  4 10 102  5 8 112  
Quetiapin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 8 1 70  26 50 67  13 11 84  
2,5 µl 23 11 77  20 33 77  6 10 88  
3 µl 31 2 74  17 5 82  3 5 99  
3,5 µl 30 9 77  13 3 96  5 5 105  
Tramadol 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 9 17 93  20 50 76  7 4 93  
2,5 µl 12 29 108  9 32 81  2 12 115  
3 µl 21 11 106  9 10 96  7 11 114  
3,5 µl 23 2 89  7 7 96  4 4 108  
Paroxetin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 17 25 53  40 60 35  16 10 49  
2,5 µl 15 14 62  16 22 39  18 11 53  
3 µl 31 1 64  23 7 49  6 1 90  
3,5 µl 26 6 70  13 4 58  4 7 84  
Citalopram 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 2 9 54  21 47 44  28 6 58  
2,5 µl 17 12 57  24 16 48  7 5 69  
3 µl 37 5 56  15 4 63  7 4 91  
3,5 µl 23 2 56  13 3 67  1 2 88  
Nortriptylin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 7 15 59  21 35 49  12 9 62  
2,5 µl 20 16 62  23 9 55  9 2 65  
3 µl 33 8 62  9 6 62  3 5 91  
3,5 µl 21 7 67  10 1 75  6 5 84  
Amitriptylin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 25 15 62  12 35 52  21 1 58  
2,5 µl 26 17 58  37 7 55  19 7 62  
3 µl 30 18 62  41 11 60  1 4 88  
3,5 µl 1 28 62  12 7 75  4 3 76  
Mianserin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 10 21 79  9 46 68  9 4 79  
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2,5 µl 17 19 74  15 7 73  10 3 85  
3 µl 33 5 85  21 2 78  4 5 101  
3,5 µl 19 11 85  8 4 88  3 2 93  
Venlafaxin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 17 19 107  29 46 89  14 8 111  
2,5 µl 16 23 104  16 37 98  6 6 120  
3 µl 21 12 110  5 15 116  2 3 129  
3,5 µl 28 7 115  8 10 120  8 8 128  
Sertralin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 31 14 52  5 33 40  22 3 52  
2,5 µl 33 13 50  43 4 43  24 6 52  
3 µl 41 16 51  46 6 49  9 6 82  
3,5 µl 5 26 53  11 8 64  1 4 63  
Levome-
promazin 
15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 29 24 35  36 30 3  52 5 34  
2,5 µl 40 27 32  57 35 41  17 9 37  
3 µl 21 17 29  57 43 42  2 3 66  
3,5 µl 25 54 33  17 57 14  2 6 50  
Alimemazin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 26 33 46  16 24 36  34 2 45  
2,5 µl 30 27 43  49 13 41  21 5 46  
3 µl 35 24 40  53 16 48  8 2 75  
3,5 µl 13 41 46  14 14 63  6 5 56  
Trimipramin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 36 20 70  15 26 53  27 5 67  
2,5 µl 35 16 65  54 15 60  23 8 68  
3 µl 36 23 63  50 17 67  5 1 104  
3,5 µl 5 33 67  13 13 90  2 2 75  
 
Tabell 16: Ulike mengder og ristetid med 2 % trioktylamin i diheksyleter  
 RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
RSD 
u/IS 
(%) 
RSD 
mot 
IS 
(%) 
Utbytte 
u/IS 
(%) 
Ketobemidon 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 74 65 0 122 112 9 67 64 12 
2,5 µl 30 0 0 99 94 6 21 37 1 
3 µl 1 1 0 66 1 10 10 1 1 
3,5 µl 31 17 1 78 77 8 3 7 1 
Metorpolol 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 86 81 15 47 28 21 74 71 16 
2,5 µl 38 9 35 11 12 39 12 26 55 
3 µl 1 1 24 25 1 39 3 1 65 
3,5 µl 2 7 32 58 54 28 4 7 61 
Mirtazapin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 38 55 89 27 11 84 3 5 97 
2,5 µl 21 16 87 7 15 91 6 9 115 
3 µl 1 1 81 8 1 98 1 1 107 
3,5 µl 4 1 80 21 7 89 4 4 111 
Quetiapin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
41 
 
2 µl 47 46 66 24 11 73 3 5 93 
2,5 µl 23 14 65 14 9 73 3 8 108 
3 µl 1 1 48 5 1 80 2 1 104 
3,5 µl 2 28 51 10 8 75 2 3 97 
Tramadol 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 40 45 73 35 2 76 5 6 93 
2,5 µl 29 8 88 3 13 91 3 2 108 
3 µl 1 1 82 2 1 94 4 1 106 
3,5 µl 7 23 82 18 3 94 9 88 89 
Paroxetin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 49 47 70 40 10 68 5 3 82 
2,5 µl 23 14 84 1 15 77 6 9 114 
3 µl 1 1 74 10 1 82 0 1 115 
3,5 µl 9 22 73 16 2 74 6 6 109 
Citalopram 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 40 41 66 32 1 83 6 8 94 
2,5 µl 27 10 72 11 6 94 7 5 121 
3 µl 1 1 60 13 1 98 2 1 115 
3,5 µl 19 10 67 15 7 87 4 1 112 
Nortriptylin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 42 47 70 29 3 65 4 7 81 
2,5 µl 18 17 68 4 10 80 8 12 100 
3 µl 1 1 53 8 1 80 8 1 96 
3,5 µl 6 22 56 15 4 72 4 9 90 
Amitriptylin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 36 50 57 28 13 54 14 12 67 
2,5 µl 9 21 52 17 8 56 9 10 82 
3 µl 1 1 36 23 1 66 11 1 79 
3,5 µl 3 0 44 14 16 51 25 3 61 
Mianserin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 34 48 76 26 3 67 8 9 85 
2,5 µl 15 15 72 6 10 77 10 14 103 
3 µl 1 1 56 7 1 75 9 1 93 
3,5 µl 7 24 59 5 4 71 8 6 90 
Venlafaxin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 41 52 94 35 4 93 5 8 111 
2,5 µl 19 17 109 8 9 114 6 6 120 
3 µl 1 1 88 7 1 118 2 3 129 
3,5 µl 10 20 99 17 4 112 4 8 128 
Sertralin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 51 51 51 28 10 48 24 2 61 
2,5 µl 24 12 46 21 9 51 10 7 75 
3 µl 1 1 21 12 1 58 8 1 77 
3,5 µl 6 17 38 4 8 44 9 6 74 
Levome-
promazin 
15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 44 67 36 37 44 20 32 29 46 
2,5 µl 4 34 30 31 42 25 2 16 68 
3 µl 1 1 22 29 58 1 14 1 66 
3,5 µl 8 47 26 23 41 28 21 26 52 
Alimemazin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 47 56 42 33 20 44 26 5 53 
2,5 µl 1 25 34 38 17 43 8 9 66 
3 µl 1 1 23 24 1 54 14 1 64 
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3,5 µl 1 18 29 20 15 39 18 11 56 
Trimipramin 15 minutter ristetid 20 minutter ristetid 30 minutter ristetid 
2 µl 45 51 58 36 22 57 21 7 69 
2,5 µl 6 21 47 34 14 56 12 4 81 
3 µl 1 1 31 19 1 69 8 1 80 
3,5 µl 4 13 39 20 16 49 13 5 70 
 
Resultatene for alle analyttene med diheksyleter med og uten tilsats av trioktylamin viser at 
RSD verdiene er signifikant bedre med ristetid på 30 minutter og ved bruk av internstandard. 
Utbytteprosent er generelt best for de fleste av analyttene med mengder på 2,5 µl diheksyleter 
med og 3 µl uten tilsats av trioktylamin.  
Ut ifra disse forsøkene ble det bestemt å forsøke videre med overnevnte betingelser. Med 
disse forsøkene ble optimalisering i vandige løsninger avsluttet og videre optimalisering ble 
utført i blod.  
4.2 Optimalisering av PALME i fullblod 
Resultater fra innledende forsøk ble brukt som veiledning i videre forsøk for optimalisering 
av parametere for prøveopparbeidelse av disse analyttene fra fullblod. 
4.2.1 Sammensetning av organisk fase 
Først ble det undersøkt ulike sammensetninger av organisk fase for ekstraksjon av fullblod og 
resultater fra dette forsøket er presentert som prosent av ekstraksjonsutbytte og RSD, Tabell 
17. Organisk fase påføres på undersiden av PVDF-membranen noe som nevnt i kapittel 2.3 
kan gi mer eller mindre gjennomsiktig utseende. Den observerte variasjonen i 
«gjennomsiktighet» ga ikke noen signifikant variasjon i resultatene etter endt ekstraksjon. 
 Det ble undersøkt fem ulike organiske løsemidler med og uten tilsats av trioktylamin. Tilsats 
av trioktylamin ble forsøkt for å se om dette kunne gi mindre ikke-spesifikk binding til 
PVDF-membranen. Alle løsemidlene er vist i Tabell 17 som utbytte-prosent og RSD prosent i 
paranteser, bortsett fra etylacetat med og uten tilsats. Etylacetat er flyktig og fordampet med 
en gang, slik at det ikke var noe å se på etter kjøring av noen få prøver. Etylacetat med tilsats 
av trioktylamin ga veldig urene ekstrakter med hemolysat og blodfarger som ikke ble kjørt på 
43 
 
grunn av at dette er ugunstig for analyseinstrumentet. Forsøk ble utført på et 
konsentrasjonsnivå (Std 4) som tidligere vist i kapittelet 3.7.1. 
Tabell 17: Ekstraksjonsutbytte (RSD) % for ulike sammensetninger av organisk fase 
  Diheksyl 
-eter 
Diheksyl
-eter + 
trioktyl-
amin 
Isopenty
l-benzen 
Isopentyl
-benzen 
+ 
trioktyl-
amin 
Dodecyl
-acetat 
Dodecyl
-acetat + 
trioktyl-
amin 
Nona-
non 
Nonanon 
+ trioktyl-
amin 
Ketobemidon 8(79) 23(11) 4(14) 4(43) 30(3) 29(5) 61(3) 25(28) 
Metoprolol 1(90) 8(18) 7(21) 5(51) 12(9) 12(8) 20(3) 14(6) 
Mirtazapin 66(34) 85(2) 75(24) 88(20) 86(8) 87(6) 84(1) 3(21) 
Quetiapin 28(68) 47(4) 54(21) 59(36) 60(9) 60(5) 64(1) 4(15) 
Tramadol 53(55) 89(3) 75(24) 85(24) 83(5) 87(4) 78(4) 36(28) 
Paroxetin 4(102) 42(9) 28(26) 44(39) 44(11) 53(8) 3(12) 1(38) 
Citalopram 16(78) 86(3) 45(24) 87(19) 53(18) 91(4) 38(3) 5(40) 
Venlafaxin 50(55) 89(4) 71(24) 87(21) 79(6) 88(6) 77(3) 33(30) 
Nortriptylin 24(71) 66(4) 48(24) 65(30) 48(12) 72(6) 5(7) 2(45) 
Mianserin 54(33) 67(3) 57(24) 68(21) 71(11) 75(8) 34(4) 0(16) 
Amitriptylin 42(51) 66(4) 49(23) 67(17) 62(16) 76(10) 9(7) 0(17) 
Sertralin 34(53) 50(4) 38(23) 47(28) 55(18) 66(9) 4(4) 0(22) 
Levomeprom
azin 
29(105) 62(33) 15(35) 45(15) 48(41) 69(16) 0(96) 0(52) 
Alimemazin 30(77) 53(14) 21(23) 50(17) 48(30) 61(13) 2(13) 0(80) 
Trimipramin 35(50) 49(7) 33(19) 51(19) 56(25) 62(13) 9(7) 0(15) 
 
RSD verdiene viser at tilsats av trioktylamin i diheksyleter og dodecylacetat ga best resultat 
for disse analyttene. Disse løsemidlene fungerte bra i PALME av disse 15 basiske 
legemidlene og tilsats av trioktylamin økte presisjon og utbytteprosent betydelig. RSD 
verdiene ved bruk av dodecylacetat med 2 % trioktylamin ble for nesten alle analyttene 
mindre enn 10 %, bortsett fra levomepromazin 16 %, og alimemazin og trimipramin 13 %. 
Som konklusjon fra dette forsøket ble videre optimalisering i fullblod utført med 2 % 
trioktylamin i dodecylacetat, men for å bekrefte at tilsats av trioktylamin ga bedre resultat, ble 
dodecylacetat uten tilsats også undersøkt.  
4.2.2 Ekstraksjonstid 
Etter etablering av organisk fase til forsøkene med fullblod ble det videre vurdert ristetid med 
dodecylacetat og med dodecylacetat med tilsats av trioktylamin, Tabell 18. I de første 
forsøkene ble standardløsning tillaget i 20 mM NaOH benyttet, men på grunn av at analyttene 
ble degradert etter relativ kort tid, ble dette utelatt og standardene ble videre laget i MilliQ-
vann. For forsøket ble et konsentrasjonsnivå (Std 4) med fire prøvereplikater brukt og 
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resultater er beregnet ut ifra gjennomsnittsverdi. Ristetid ble undersøkt med vandige 
standarder tilsatt i fullblod og alkalisert med 50 mM og 80 mM NaOH. De ble ristet i 15, 20, 
30 og 40 min. med 50 mM NaOH, og i 30 og 40 min. med 80 mM NaOH. Grunnen til at det 
ikke ble undersøkt med mer enn 40 min. var at mening er å utvikle en rask metode. 
Tabell 18: Ekstraksjonsutbytte (RSD) % for ulike ekstraksjonstid med 2 % trioktylamin i 
dodecyacetat 
Ristetid 15 min. 20 min. 30 min. 40 min. 30 min. 40 min. 
Analytt 50 mM NaOH 80 mM NaOH 
Ketobemidon 15(4) 19(12) 27(5) 36(5) 23(2) 29(4) 
Metoprolol 7(8) 10(15) 18(9) 24(10) 34(9) 44(5) 
Mirtazapin 74(4) 82(9) 86(2) 96(4) 87(3) 99(3) 
Quetiapin 40(3) 50(6) 55(1) 70(3) 50(7) 69(3) 
Tramadol 80(6) 89(8) 98(1) 105(2) 100(2) 105(2) 
Paroxetin 75(8) 85(13) 90(4) 110(11) 100(7) 114(8) 
Citalopram 71(6) 76(9) 77(4) 88(5) 82(4) 89(3) 
Venlafaxin 82(4) 91(8) 97(3) 107(3) 101(3) 107(2) 
Mianserin 74(5) 81(6) 77(4) 93(9) 87(6) 98(4) 
Nortriptylin 72(5) 81(11) 83(8) 99(10) 86(8) 98(7) 
Amitriptylin 72(6) 83(6) 80(10) 96(14) 86(9) 100(7) 
Sertralin 70(6) 81(8) 87(13) 103(20) 87(13) 104(8) 
Levomepromazin 83(6) 93(7) 66(60) 118(22) 89(13) 111(14) 
Alimemazin 61(5) 70(6) 52(53) 87(17) 73(11) 88(12) 
Trimipramin 86(6) 101(4) 52(53) 87(17) 79(10) 98(10) 
 
Resultater viser økning i prosent av ekstraksjonsutbytte for alle analyttene ved å øke ristetid, 
men også ved å øke pH i donorfasen. Variasjon i RSD-verdiene ble ikke signifikant, bortsett 
fra noe større variasjon på sertralin, levomepromazin, alimemazin og trimipramin ved 30 min. 
ristetid og med 50 mM NaOH. Dette førte til videre forsøk med ulik pH i donorfase. Ved 
beregning av utbytte i optimaliseringsforsøkene ble det ikke tatt hensyn til eventuelle 
matrikseffekter 
4.2.3 pH i donorfase 
Basert på overnevnte forsøk med ulik ristetid, ble det videre undersøkt ulik pH i donorfase 
ved bruk av pH-indikatorpapir for blod og ved bruk av ulike konsentrasjoner av NaOH vist i 
Tabell 19. Donorfase bestod av fullblod, vandig standard i ett konsentrasjonsnivå (Std 4) og 
ulike konsentrasjoner av NaOH. En dråpe av donorfase med fullblod ble påført på pH-papir, 
men dette viste ikke noe synlig forskjell mellom ulike konsentrasjoner av NaOH fordi det ga 
for alle forsøkene en mørk, nesten svart farge som stemte overens med pH rundt 10. Forsøket 
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ble utført med 50, 60, 80, 150 og 200 mM NaOH ved 30 min. ristetid og med 50, 60 og 80 
mM NaOH ved 40 min. ristetid. Resultater er presentert i ekstraksjonsutbytte prosent med 
RSD-verdier i parenteser. 
 
Tabell 19: Ekstraksjonsutbytte (RSD) % med ulik pH i donorfase 
pH justerings-
middel 
50  
mM 
NaOH 
60  
mM 
NaOH 
80  
mM 
NaOH 
150  
mM 
NaOH 
200  
mM 
NaOH 
50  
mM 
NaOH 
60  
mM 
NaOH 
80  
mM 
NaOH 
Analytt 30 minutter ristetid 40 minutter ristetid 
Ketobemidon 27(5) 29(2) 23(2) 11(3) 6(14) 36(5) 32(13) 29(4) 
Metoprolol 18(9) 26(2) 34(9) 36(9) 41(13) 24(10) 29(13) 44(5) 
Mirtazapin 86(2) 89(4) 87(3) 84(10) 79(14) 96(4) 89(10) 99(3) 
Quetiapin 55(1) 57(5) 50(7) 5(3) 5(14) 70(3) 65(10) 69(3) 
Tramadol 98(1) 101(2) 100(2) 35(1) 29(12) 105(2) 101(9) 105(2) 
Paroxetin 90(4) 100(7) 100(7) 95(3) 83(12) 110(11) 107(18) 114(8) 
Citalopram 77(4) 84(4) 82(4) 74(16) 71(13) 88(5) 85(11) 89(3) 
Venlafaxin 97(3) 103(3) 101(3) 97(3) 88(13) 107(3) 103(11) 107(2) 
Mianserin 77(4) 85(7) 87(6) 87(2) 77(12) 93(9) 91(11) 98(4) 
Nortriptylin 83(8) 88(7) 86(8) 78(3) 59(14) 99(10) 93(14) 98(7) 
Amitriptylin 80(10) 86(8) 86(9) 73(5) 9(6) 96(14) 94(15) 100(7) 
Sertralin 87(13) 91(8) 87(13) 56(8) 47(20) 103(20) 99(21) 104(8) 
Levomepromazin 66(60) 101(11) 89(13) 55(5) 44(18) 118(22) 110(25) 111(14) 
Alimemazin 52(53) 76(11) 73(11) 59(2) 49(17) 87(17) 85(19) 88(12) 
Trimipramin 77(12) 83(11) 79(10) 70(3) 61(13) 96(15) 97(19) 98(10) 
 
Resultatene viser betydelig økning både av ekstraksjonsutbytte og presisjon ved bruk av 80 
mM NaOH og 40 minutter ristetid. RSD -verdiene ble for nesten alle analyttene mindre enn 
10 % og ekstraksjonsutbytte av metoprolol på 44 %, mens for alle de andre analyttene ble det 
ikke noe bedre resultat i ekstraksjonsutbytte, mens betydelig bedre RSD-verdier. Derfor ble 
videre optimaliserings- og valideringsforsøk utført med 80 mM NaOH, 40 minutter ristetid og 
med organisk fase dodecylacetat med 2 % trioktylamin. 
4.2.4 Forsøk med omvendt PALME  
I et forsøk på å få en opparbeidelsesteknikk som er enkel å automatisere ble PALME-
oppsettet snudd. I donorplata ble akseptorfase først tilsatt i mengde av 250 µl, 300 µl og 350 
µl, deretter ble organisk fase påført på undersiden av akseptorplata og til slutt ble alle 
komponenter av donorfase tilsatt. Det ble kjørt bare noen få prøver fordi dette forsøket ikke 
fungerte siden analyttene enten manglet helt eller ble detektert i en mengde mindre enn 0,1 %. 
Akseptorfase i ulike mengder ble undersøkt i tilfelle at det ikke ble nok kontakt med 
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overflaten av den kunstige væskemembranen under ekstraksjonsprosessen ved risting. Andre 
eventuelle årsaker kan være enten at donorfase ble litt lengere i kontakt med den kunstige 
væskemembranen eller at det i sammensetningen av PVDF-membranen er et lag som gjør at 
ekstraksjon denne veien ikke fungerer.  
4.2.5 Analyse av prøver rett fra 96-brønn plata på UPLC-MS/MS 
instrumentet 
For å forkorte prøveopparbeidelsestid og med hensyn til mulig framtidig automatisering ble 
det utført forsøk med å benytte en åttekanalspipette til å pipettere ut ekstrakter fra brønner i 
akseptorplata over i en annen bunnplate istedenfor i autosamplerglass. Over den nye platen 
med ekstraktene ble en plastikkfilm fra en annen type av plate («Captiva» fra Agilent) med 
huller som passet 96-brønnsformatet limt i noen forsøk, mens en silikonmatte laget spesifikt 
til slike bunnplater bestilt fra Agilent ble brukt i andre forsøk. UPLC-MS/MS instrumentet ble 
konfigurert for multibrønnplata (donorplata) fra Agilent type UP 0,5 ml. Dette forsøket 
fungerte bra og innen serie presisjon, utbytte og matrikseffektforsøkene ble utført på denne 
måten. Opparbeidelse av 96 prøver med multibrønnplata ble utført i løpet av 1,5 time 
inkludert ristetid på 40 minutter istedenfor 3 timer med autosamplerglass. Forsøkene med å 
pipettere ut i autosamplerglass og sette på korker for 96 prøver krevde minst 1,5 time. Det er 
mulig å bruke også 96-kanalspipetter som kan korte ned opparbeidelsestiden enda mer. 
Resultater som bekrefter at det er mulig å utføre disse forsøkene er vist i Tabell 19, 22 og 23. 
videre i 4.3.3 og 4.3.5 underkapitler. 
4.2.6 Fosfolipider 
Fosfolipider ble analysert ved å skanne i Parent Ion Scan modus for fragmentmassen m/z 184 
[54]. En analyseserie med ekstrakter bestående av blanke, blanke med IS, standarder og 
autentiske prøver ble analysert. Fragment med m/z 184 er felles fragment for alle fosfolipider. 
Masseområdet ble innstilt fra m/z 150 til m/z 850, kollisjonsenergi på 30 V og conespenning 
på 40 V. Til sammenligning ble det utført en proteinfelling av blank blodprøve med likt 
tappenummer for å sammenligne med det overnevnte forsøket. Proteinfelling ble utført ved å 
blande 100 µl fullblod og 250 µl ACN og metanol (MeOH) i forhold 85:15 (v/v) i et plastrør 
av 5 ml. Røret ble ristet i omtrent 2 minutter og sentrifugert ved 3500 rpm i 1 minutt. Deretter 
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ble 150 µl av supernatant overført i et autosamplerglass og analysert med Parent Ion Scan 
sammen med blankekstraktet fra PALME, Figur 13. 
 
Figur 13. Fosfolipider-forsøket fra proteinfelling-blank, PALME-blank ekstrakt og en 
gradient for analyse av PALME-ekstrakter 
Den øverste delen av Figur 13 viser kromatogrammet etter proteinfelling, utført med 
ACN/MeOH (85:15, v/v) av blank ekstrakt med likt tappenummer som blank ekstrakt i 
PALME. Kromatogrammet under viser blank ekstrahert ved bruk av PALME, og nederst på 
bildet er den benyttede gradienten med ulike prosentandeler av to løsemidler, bufferløsning av 
ammoniumformat med pH 10,2 - % A og ACN - % B vist. Analyttene ble separert i 
gradienten mellom 1,1 og 4,5 minutter. Dette forsøket påviste tilnærmet ikke noen 
fosfolipider i ekstraktene med PALME i gradientområdet, mens ble det påvist fosfolipider ved 
forsøket med proteinfelling. Dette bekrefter at PALME-ekstraksjonen gir langt renere 
ekstrakter med hensyn til fosfolipider.  
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4.3 Metodevalidering 
4.3.1 Identifikasjon 
Retensjonstider og overganger for ulike analytter basert på resultater fra standard fem (Std 5) 
fra matrikseffekt- og ekstraksjonsutbytteforsøket er vist i Figur 14. Noen av analyttene 
koeluerer, men separasjonen er tilfredsstillende fordi de har ulike masser og ulike 
fragmentmasser som kan detekteres på massespektrometeret i MRM mode. Analyttene og 
internstandardene separeres i tidsintervallet mellom omtrent 1,2 og 4,5 minutter.  
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     Figur 14. Overganger og retensjonstider 
4.3.2 Standardkurvens linearitet 
Metodens linearitet ble undersøkt ved å lage lineære standardkurver for tre ekstraherte 
analyseserier beregnet mot IS med seks prøvereplikater på den ene og med tre prøvereplikater 
på de andre to etter ligning y = a* x + b, med 1/x vekting. Resultatene er vist som R² 
verdiene, Tabell 20. Standard kurven ble beregnet på den ene analyseserien med seks 
paralleller ved hjelp av valideringsverktøyet og i tillegg manuelt beregnet ved å plotte respons 
i funksjon av konsentrasjon og RSD verdiene ut ifra gjennomsnitts respons for alle tre seriene. 
Tabell 20: Standardkurvens linearitet for alle tre seriene (n=12) 
Analytt  IS Kalibrering Måleområde 
µM 
r2 
Ketobemidon Mianserin-d3 1/x-vekting 0,015 - 1,2 0,991 
 Metoprolol Mianserin-d3 1/x-vekting 0,12 - 24  0,993 
Mirtazapin Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,015 - 3 0,9911 
Quetiapin Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,03 - 3 0,9841 
Tramadol Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,006 - 6 0,9958 
Paroxetin Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,015 - 1,2 0,9934 
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Citalopram Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,03 - 6 0,9917 
Venlafaxin Citalopram-
d6 
1/x-vekting 0,06 - 6 0,9933 
Mianserin Mianserin-d3 1/x-vekting 0,03 - 6 0,9974 
Nortriptylin Nortriptylin-
d3 
1/x-vekting 0,03 - 6 0,9997 
Amitriptylin Amitriptylin-
d3 
1/x-vekting 0,06 - 12 0,9999 
Sertralin Sertralin-d3 1/x-vekting 0,06 - 3 0,9963 
Levomepromazin Amitriptylin-
d3 
1/x-vekting 0,6 - 6 0,9779 
Alimemazin Trimipramin-
d3 
1/x-vekting 0,15 - 3 0,9967 
Trimipramin Trimipramin-
d3 
1/x-vekting 0,03 - 6 0,9997 
 
Tabellen viser at regresjonskoeffisienter for alle analyttene er tilfredsstillende ≥ 0,99, bortsett 
fra levomepromazin som har 0,9779 og dette tyder på at analytten er mer påvirket av 
eksperimentelle forhold og trenger sin egen IS som kan korrigere bedre enn amitriptylin-d3 
eller at det er noe med løselighet av selve analytten.  
Standardkurven ble også vurdert bare på en serie med seks replikater ved hjelp av det 
excelbasert valideringsverktøyet mot IS og med 1/x vekting, Tabell 21. 
Tabell 21: Standardkurvens linearitet for en serie (n=6) 
Analyttnavn IS Kalibrering Måleområde r2 
      nmol/ml   
Ketobemidon Mianserin-d3 1/x-vekting 0,015 - 1,2 0,9934 
Metoprolol Mianserin-d3 1/x-vekting 0,12 - 24 0,9875 
Mirtazapin Citalopram-d6 1/x-vekting 0,015 - 3 0,9902 
Quetiapin Citalopram-d6 1/x-vekting 0,03 - 3 0,9923 
Tramadol Citalopram-d6 1/x-vekting 0,006 - 6 0,9958 
Paroxetin Citalopram-d6 1/x-vekting 0,015 - 1,2 0,9464 
Citalopram Citalopram-d6 1/x-vekting 0,03 - 6 0,9918 
Venlafaxin Citalopram-d6 1/x-vekting 0,06 - 6 0,9911 
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Mianserin Mianserin-d3 1/x-vekting 0,03 - 6 0,9961 
Nortriptylin Nortriptylin-d3 1/x-vekting 0,03 - 6 0,9974 
Amitriptylin Amitriptylin-d3 1/x-vekting 0,06 - 12 0,9978 
Sertralin Sertralin-d3 1/x-vekting 0,06 - 3 0,9908 
Levomepromazin Amitriptylin-d3 1/x-vekting 0,6 - 6 0,9314 
Alimemazin Trimipramin-d3 1/x-vekting 0,15 - 3 0,9800 
Trimipramin Trimipramin-d3 1/x-vekting 0,03 - 6 0,9964 
 
Regresjons-koeffisienten er tilfredstillende (R² ≥ 0,99) for de fleste av analyttene, borsett fra 
alimemazin, levomepromazin og paroxetin som ga dårligere resultater, og metoprolol som har 
tendens til å krumme litt. I vedlegg er lagt figurer med kurvene for alle femten legemidlene 
som ble tatt ut ifra det excelbaserte valideringsverktøyet og inkluderer resultater fra en serie 
med seks prøvereplikater. Linearitet ble undersøkt også med 50 mM NaOH med 50 og 250 µl 
akseptorfase, men dette ga ikke så bra resultater som med 80 mM NaOH. 
4.3.3 Repeterbarhet og nøyaktighet 
Repeterbarhet ble bestemt ved å tilsette fullblod samme dag som ekstraksjonen. Fem 
konsentrasjonsnivåer ble benyttet som vist i kapittel 3.7.2. Ved lave intensiteter på toppene 
blir variasjonen stor og for flere stoffer var det laveste nivået under deteksjonsgrensen. 
Laveste nivå er ikke med i tabellen fordi det var for lavt til å gi tilfredsstillende resultater.  
Konsentrasjonene for ti prøvereplikater av det enkelte nivå ble analysert på samme serie 
(n=10).  Nøyaktigheten ble bestemt som graden av overensstemmelse mellom målt verdi og 
teoretisk, der 100 % svarer til fullstendig overensstemmelse. Grubbs’ test (P=0,05) ble 
benyttet ved definering og fjerning av uteliggere [55]. Det er benyttet lineære kurver, Tabell 
22.  
Tabell 22: Repeterbarhet for linære kurver 
Analytt K2 K3 K4 K5 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Ketobemidon Snitt (µM) 0,021 0,070 0,48 2,5 
  RSD (%) 6,5 3,9 6,3 2,2 
  Nøyaktighet (%) 91 94 106 110 
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 Teor.(μM) 0,18 0,60 3,6 18 
Metoprolol Snitt (µM) 0,22 0,81 5,1 20 
  RSD (%) 6,0 5,2 5,3 3,5 
  Nøyaktighet (%) 120 136 141 110 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Mirtazapin Snitt (µM) 0,011 0,057 0,46 2,5 
  RSD (%) 11,2 10,5 6,1 3,1 
  Nøyaktighet (%) 49 76 102 109 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Quetiapin Snitt (µM) 0,037 0,16 1,2 5,0 
  RSD (%) 12,8 13,1 11,1 2,2 
  Nøyaktighet (%) 82 103 133 110 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Tramadol Snitt (µM) 0,068 0,26 1,8 9,6 
  RSD (%) 7,8 8,2 5,5 3,9 
  Nøyaktighet (%) 76 85 102 107 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Paroxetin Snitt (µM) 0,034 0,053 0,40 2,7 
  RSD (%) 8,3 9,1 13,0 2,7 
  Nøyaktighet (%) 150 70 88 120 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Citalopram Snitt (µM) 0,027 0,098 0,745 4,6 
  RSD (%) 9,3 4,6 1,7 2,9 
  Nøyaktighet (%) 60 65 83 103 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Venlafaxin Snitt (µM) 0,11 0,47 2,2 9,0 
  RSD (%) 9,5 7,8 4,6 4,1 
  Nøyaktighet (%) 127 157 124 100 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Mianserin Snitt (µM) 0,039 0,15 1,02 5,0 
  RSD (%) 5,7 6,8 4,0 2,7 
  Nøyaktighet (%) 87 97 114 112 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Nortriptylin Snitt (µM) 0,036 0,14 1,1 5,4 
  RSD (%) 9,7 9,1 2,9 4,2 
  Nøyaktighet (%) 80 90 119 120 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Amitriptylin Snitt (µM) 0,053 0,19 1,8 11 
  RSD (%) 11,1 10,9 2,3 3,3 
  Nøyaktighet (%) 59 65 98 125 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Sertralin Snitt (µM) 0,036 0,061 0,33 3,0 
  RSD (%) 7,2 18,0 7,6 9,7 
  Nøyaktighet (%) 159 81 74 132 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
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Levomepromazin Snitt (µM) 0,087 0,13 0,34 3,84 
  RSD (%) 69,0 1,9 10,5 8,2 
  Nøyaktighet (%) 192 86 38 86 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Alimemazin Snitt (µM) 0,030 0,043 0,31 2,3 
  RSD (%) 2,7 5,2 9,1 3,6 
  Nøyaktighet (%) 134 57 68 103 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Trimipramin Snitt (µM) 0,032 0,12 0,96 5,5 
  RSD (%) 12,9 10,7 2,4 3,6 
  Nøyaktighet (%) 72 81 107 122 
n=10 for alle nivåer, bortsett fra K3 for ketobemidon og metoprolol (n=9), K4 for levomepromazin (n=9) og K5 
for ketobemidon (n=9). 
 
Repeterbarhet er også vurdert med kvadratisk kurve, Tabell 23. 
Tabell 23: Repeterbarhet med kvadratiske kurver 
Analytt K2 K3 K4 K5 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Ketobemidon Snitt (µM) 0,024 0,085 0,56 2,4 
  RSD (%) 7,0 3,9 5,9 1,8 
  Nøyaktighet (%) 105 114 124 107 
 Teor.(μM) 0,18 0,60 3,6 18 
Metoprolol Snitt (µM) 0,193 0,730 4,68 20,0 
  RSD (%) 6,0 5,2 5,5 4,2 
  Nøyaktighet (%) 107 122 130 113 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Mirtazapin Snitt (µM) 0,011 0,058 0,46 2,5 
  RSD (%) 11,2 10,5 6,1 3,1 
  Nøyaktighet (%) 50 77 103 109 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Quetiapin Snitt (µM) 0,030 0,128 1,03 5,3 
  RSD (%) 12,8 13,2 11,5 3,1 
  Nøyaktighet (%) 67 85 114 118 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Tramadol Snitt (µM) 0,064 0,230 1,66 9,9 
  RSD (%) 7,4 8,1 5,6 4,7 
  Nøyaktighet (%) 71 77 92 110 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Paroxetin Snitt (µM) 0,030 0,057 0,51 2,5 
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  RSD (%) 14,1 12,2 12,0 2,0 
  Nøyaktighet (%) 131 76 114 113 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Citalopram Snitt (µM) 0,036 0,131 0,94 4,5 
  RSD (%) 9,5 4,6 1,6 2,3 
  Nøyaktighet (%) 79 88 105 101 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Venlafaxin Snitt (µM) 0,096 0,375 1,82 9,3 
  RSD (%) 8,8 7,8 4,9 6,1 
  Nøyaktighet (%) 107 125 101 104 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Mianserin Snitt (µM) 0,038 0,140 0,99 5,1 
  RSD (%) 5,7 6,8 4,1 2,8 
  Nøyaktighet (%) 84 94 110 113 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Nortriptylin Snitt (µM) 0,035 0,132 1,05 5,5 
  RSD (%) 9,7 9,1 2,9 4,4 
  Nøyaktighet (%) 78 88 117 121 
 Teor.(μM) 0,090 0,30 1,8 9,0 
Amitriptylin Snitt (µM) 0,060 0,218 1,93 10,0 
  RSD (%) 11,1 10,9 2,2 2,9 
  Nøyaktighet (%) 66 73 107 121 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Sertralin Snitt (µM) 0,029 0,076 0,50 2,7 
  RSD (%) 16,7 26,4 6,9 6,4 
  Nøyaktighet (%) 130 101 112 119 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Levomepromasin Snitt (µM) 0,061 0,099 0,56 4,0 
  RSD (%) 69,1 6,1 12,1 5,3 
  Nøyaktighet (%) 136 66 62 90 
 Teor.(μM) 0,023 0,075 0,45 2,3 
Alimemazin Snitt (µM) 0,025 0,043 0,39 2,3 
  RSD (%) 4,7 7,4 8,8 2,8 
  Nøyaktighet (%) 110 57 87 101 
 Teor.(μM) 0,045 0,15 0,90 4,5 
Trimipramin Snitt (µM) 0,034 0,128 1,00 5,4 
  RSD (%) 12,9 10,7 2,4 3,4 
  Nøyaktighet (%) 76 86 111 120 
 
Med kvadratisk kurve ble det noe bedre nøyaktighet for metoprolol, paroxetin, venlafaxin, 
sertralin og levomepromazin, men noe dårligere for ketobemidon og quetiapin. Presisjonen er 
i mindre grad påvirket. 
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Repeterbarhet er også vurdert med lineær kurve med 50 mM NaOH og 50 µl akseptor fase 
slik at det ble oppnådd oppkonsentrering med EF=2, Tabell 24.  
Tabell 24: Repeterbarhet med linære kurver og oppkonsentrering (EF=2)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analytt 
 
Repeterbarhet K 2 
 
K 3 
 
K 4 
Ketobemidon Gj.snitt c. 0,0077 0,031 0,5579 
RSD % 9 4 6 
Nøyaktighet % 86 103 106 
Metoprolol Gj.snitt c. 0,0736 0,2967 5,2256 
RSD % 10 10 10 
Nøyaktighet % 102 124 136 
Mirtazapin Gj.snitt c. 0,0082 0,037 0,516 
RSD % 11 4 2 
Nøyaktighet % 91 123 108 
Quetiapin Gj.snitt c. 0,0143 0,0627 1,145 
RSD % 14 13 6 
Nøyaktighet % 79 105 119 
Tramadol Gj.snitt c. 0,0371 0,148 1,9515 
RSD % 2 2 6 
Nøyaktighet % 103 123 102 
Paroxetin Gj.snitt c. 0,0072 0,0296 0,5691 
RSD % 14 7 2 
Nøyaktighet % 80 99 119 
Citalopram Gj.snitt c. 0,0141 0,0603 1,1505 
RSD % 5 2 1 
Nøyaktighet % 78 101 120 
Venlafaxin Gj.snitt c. 0,0358 0,1494 2,1078 
RSD % 4 3 3 
Nøyaktighet % 99 125 110 
Mianserin Gj.snitt c. 0,0186 0,0699 1,1537 
RSD % 4 3 1 
Nøyaktighet % 103 117 120 
Nortriptylin Gj.snitt c. 0,0257 0,0657 0,9145 
RSD % 28 8 2 
Nøyaktighet % 143 110 95 
Amitriptylin Gj.snitt c. 0,0303 0,1292 2,3445 
RSD % 15 5 2 
Nøyaktighet % 84 108 122 
Sertralin Gj.snitt c. 0,0082 0,0359 0,4926 
RSD % 18 9 3 
Nøyaktighet % 91 120 103 
Levomepromazin Gj.snitt c. 0,0118 0,0619 0,9666 
RSD % 24 14 3 
Nøyaktighet % 66 103 101 
Alimemazin Gj.snitt c. 0,0071 0,0341 0,4999 
RSD % 14 5 2 
Nøyaktighet % 79 114 104 
Trimipramin Gj.snitt c. 0,0145 0,0632 1,1605 
RSD % 11 5 2 
Nøyaktighet % 81 105 121 
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Nøyaktighet ble noe bedre for de fleste analyttene i laveste nivåene, bortsett fra nortriptylin 
og levomepromazin. Derfor ville det vært interessant å forsøke med ulike mengder av 
akseptorfase for å finne en optimal mengde som kan gi både god linearitet og god 
nøyaktighet. Presisjonen ble ikke betydelig endret. 
4.3.4 Intermediær presisjon og nøyaktighet 
 
Intermediær presisjon ble bestemt ved å tilsette fullblod samme dag som ekstraksjonen. Det 
ble undersøkt fire konsentrasjonsnivåer, men det laveste var for lavt til å gi tilfredsstillende 
resultater og er derfor utelatt. Tre uttak av hver konsentrasjon ble analysert på seks serier 
(n=18). Nøyaktigheten ble bestemt som graden av overensstemmelse mellom målt verdi og 
teoretisk, der 100 % svarer til fullstendig overensstemmelse. Grubbs’ test (P=0,05) ble 
benyttet ved definering og fjerning av uteliggere [55]. Det er benyttet lineære kurver, Tabell 
25. 
 
Tabell 25: Intermediær presisjon med linære kurver 
Analytt K2 K4 K5 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Ketobemidon Snitt (µM) 0,022 0,49 2,4 
  RSD (%) 8,8 8,5 6,8 
  Nøyaktighet (%) 97 108 106 
 Teor.(μM) 0,18 3,6 18 
Metoprolol Snitt (µM) 0,20 4,7 20 
  RSD (%) 14,5 12,7 9,9 
  Nøyaktighet (%) 112 131 111 
 Teor.(μM) 0,0225 0,450 2,23 
Mirtazapin Snitt (µM) 0,013 0,47 2,5 
  RSD (%) 17,8 6,5 3,4 
  Nøyaktighet (%) 58 104 110 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Quetiapin Snitt (µM) 0,036 1,2 4,9 
  RSD (%) 7,9 8,2 4,0 
  Nøyaktighet (%) 81 132 109 
 Teor.(μM) 0,090 1,8 9,0 
Tramadol Snitt (µM) 0,069 1,95 10 
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  RSD (%) 6,7 9,4 6,3 
  Nøyaktighet (%) 77 108 113 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Paroxetin Snitt (µM) 0,026 0,37 2,3 
  RSD (%) 47,1 12,7 8,9 
  Nøyaktighet (%) 116 83 104 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Citalopram Snitt (µM) 0,032 0,75 4,5 
  RSD (%) 10,3 5,6 2,3 
  Nøyaktighet (%) 71 84 100 
 Teor.(μM) 0,09 1,8 9 
Venlafaxin Snitt (µM) 0,095 2,18 9,8 
  RSD (%) 22,2 6,4 6,6 
  Nøyaktighet (%) 105 121 109 
 Teor.(μM) 0,045 0,9 4,5 
Mianserin Snitt (µM) 0,041 1,09 4,9 
  RSD (%) 6,8 6,7 2,0 
  Nøyaktighet (%) 90 122 109 
 Teor.(μM) 0,045 0,9 4,5 
Nortriptylin Snitt (µM) 0,038 0,97 5,1 
  RSD (%) 23,1 6,4 4,1 
  Nøyaktighet (%) 84 108 112 
 Teor.(μM) 0,09 1,8 9 
Amitriptylin Snitt (µM) 0,077 1,8 10 
  RSD (%) 26,9 3,7 3,9 
  Nøyaktighet (%) 85 99 117 
 Teor.(μM) 0,0225 0,45 2,25 
Sertralin Snitt (µM) 0,028 0,35 2,4 
  RSD (%) 31,9 9,4 8,1 
  Nøyaktighet (%) 122 78 108 
 Teor.(μM) 0,045 0,9 4,5 
Levomepromazin Snitt (µM) 0,10 0,50 4,3 
  RSD (%) 28,6 21,4 11,6 
  Nøyaktighet (%) 230 55 95 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Alimemazin Snitt (µM) 0,030 0,41 2,3 
  RSD (%) 19,6 21,9 5,1 
  Nøyaktighet (%) 135 92 103 
 Teor.(μM) 0,045 0,9 4,5 
Trimipramin Snitt (µM) 0,031 0,90 5,21 
  RSD (%) 9,8 5,7 4,9 
  Nøyaktighet (%) 70 100 116 
n=18 for alle K2 unntatt for citalopram, trimipramin og levomepromazin (n=15). n=17 for alle K4 unntatt 
alimemazin (n=18), og n= 18 for alle K5 unntatt Levomepromazin (n=17). 
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Det er stort sett god presisjon (RSD < 10 % i høyere konsentrasjonsnivåer), bortsett fra 
laveste nivåer for levomepromazin, sertralin, amitriptylin, nortriptylin, venlafaxin og 
paroxetin, men noe større avvik for nøyaktigheten. Intermediær presisjon ble derfor også 
vurdert ved bruk av kvadratisk kurve, Tabell 26. 
 
Tabell 26: Intermediær presisjon med kvadratiske kurver 
Analytt    K2 K4 K5 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Ketobemidon Snitt (µM) 0,023 0,50 2,4 
  RSD (%) 12,0 14,3 5,6 
  Nøyaktighet (%) 100 112 105 
 Teor.(μM) 0,18 3,6 18 
Metoprolol Snitt (µM) 0,19 4,3 21 
  RSD (%) 12,1 16,5 11,0 
  Nøyaktighet (%) 105 119 116 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Mirtazapin Snitt (µM) 0,013 0,47 2,5 
  RSD (%) 18,0 8,0 3,5 
  Nøyaktighet (%) 58 105 111 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Quetiapin Snitt (µM) 0,035 1,0 5,2 
  RSD (%) 19,3 7,7 4,6 
  Nøyaktighet (%) 78 111 116 
 Teor.(μM) 0,090 1,80 9,0 
Tramadol Snitt (µM) 0,064 1,75 10,7 
  RSD (%) 8,7 10,8 7,4 
  Nøyaktighet (%) 71 97 119 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Paroxetin Snitt (µM) 0,024 0,47 2,3 
  RSD (%) 36,6 12,9 6,7 
  Nøyaktighet (%) 105 105 102 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Citalopram Snitt (µM) 0,040 0,97 4,5 
  RSD (%) 10,7 2,7 1,9 
  Nøyaktighet (%) 88 108 100 
 Teor.(μM) 0,090 1,8 9,0 
Venlafaxin Snitt (µM) 0,090 1,9 10,3 
  RSD (%) 10,8 7,6 8,5 
  Nøyaktighet (%) 103 103 114 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
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Mianserin Snitt (µM) 0,038 1,0 5,0 
  RSD (%) 6,6 4,9 2,5 
  Nøyaktighet (%) 85 111 111 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Nortriptylin Snitt (µM) 0,038 1,0 5,1 
  RSD (%) 22,9 7,5 4,0 
  Nøyaktighet (%) 84 113 112 
 Teor.(μM) 0,090 1,8 9,0 
Amitriptylin Snitt (µM) 0,078 1,9 10,3 
  RSD (%) 23,1 5,8 3,3 
  Nøyaktighet (%) 87 108 115 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Sertralin Snitt (µM) 0,022 0,54 2,4 
  RSD (%) 36,6 14,8 5,8 
  Nøyaktighet (%) 97 120 105 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Levomepromasin Snitt (µM) 0,07 0,82 4,3 
  RSD (%) 22,3 24,8 7,6 
  Nøyaktighet (%) 149 91 96 
 Teor.(μM) 0,023 0,45 2,3 
Alimemazin Snitt (µM) 0,030 0,47 2,3 
  RSD (%) 14,4 19,0 4,7 
  Nøyaktighet (%) 115 106 103 
 Teor.(μM) 0,045 0,90 4,5 
Trimipramin Snitt (µM) 0,03 1,0 5,1 
  RSD (%) 10,2 6,4 4,8 
  Nøyaktighet (%) 73 111 114 
 
For mange av analyttene ga dette bedre nøyaktighet, uten å gi store endringer i presisjon. 
4.3.5 Ekstraksjonsutbytte og matrikseffekter 
Ekstraksjonsutbyttet ble bestemt for to nivåer (Std 3 og Std 5) i fullblod med åtte 
prøvereplikater av hver på en serie som beskrevet tidligere i kapittel 3.9.5.  
Metodens matrikseffekter (ME) ble bestemt ved å ekstrahere seks ulike blanke blodprøver i to 
nivåer (Std 3 og Std 6) som beskrevet i kapittel 3.9.6. 
Resultater er vist i Tabell 27 for ekstraksjonsutbytte og matrikseffekter uten og med IS. 
Mianserin-d3 ble benyttet som IS for ketobemidon, metoprolol og mianserin, citalopram-d6 
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for citalopram, quetiapin, tramadol, mirtazapin, paroxetin og venlafaxin. Amitriptylin, 
sertralin, trimipramin og nortriptylin hadde sine egne deutererte IS. 
Tabell 27: Ekstraksjonsutbytte og matrikseffekter med og uten IS 
Analytt Utbytte 
Std3 
u/IS % 
(RSD %) 
n=8 
Utbytte 
Std3 
m/IS % 
(RSD %) 
Utbytte 
Std5 
u/IS % 
(RSD %) 
Utbytte 
Std5 
m/IS % 
(RSD%) 
ME         
Std3 
u/IS %   
(RSD%) 
n=6 
ME        
Std3 
m/IS %   
(RSD%) 
ME         
Std6 
u/IS %   
(RSD%) 
ME        
Std6  
m/IS %   
(RSD%) 
 
Ketobemidon 34(6) 31(5) 40(11) 39(10) 107(4) 42(6) 100(2) 81(5) 
Metoprolol 14(6) 13(4) 21(7) 21(8) 102(4) 40(5) 96(1) 78(5) 
Mirtazapin 133(9) 128(8) 123(8) 115(8) 117(31) 27(35) 169(31) 121(37) 
Quetiapin 71(12) 68(14) 79(13) 74(12) 219(27) 52(31) 139(16) 98(21) 
Tramadol 101(3) 96(2) 117(8) 110(7) 127(5) 30(10) 112(2) 79(6) 
Paroxetin 39(25) 36(25) 67(15) 62(12) 1420(39) 327(48) 247(14) 173(9) 
Citalopram 60(12) 57(13) 81(9) 76(7) 463(6) 110(5) 150(5) 106(3) 
Venlafaxin 95(6) 91(7) 113(6) 106(6) 125(3) 30(10) 107(2) 75(7) 
Mianserin 66(9) 62(10) 88(7) 87(7) 242(3) 94(6) 108(7) 87(5) 
Nortriptylin 43(15) 41(17) 74(16) 74(17) 595(7) 96(12) 140(7) 82(3) 
Amitriptylin 52(13) 54(13) 82(14) 83(10) 822(13) 94(13) 202(7) 110(6) 
Sertralin 25(28) 26(24) 61(11) 63(11) 4935(61) 177(89) 376(15) 98(8) 
Levomepromazin 12(48) 13(44) 62(18) 62(12) 2763(42) 430(32) 344(17) 186(10) 
Alimemazin 19(21) 17(22) 62(12) 61(11) 1134(16) 109(8) 206(10) 100(8) 
Trimipramin 53(18) 49(16) 79(11) 77(11) 1130(15) 131(7) 223(11) 108(8) 
 
 Ekstraksjonsutbyttet var konsentrasjonsavhengig for de fleste av analyttene og det var ikke 
noe forskjell uten og med IS, mens i matrikeffektforsøket viser resultater stor avvik uten IS og 
betydelig bedring mot IS. Generelt sett ga både ekstraksjonsutbytte og matrikseffekter 
dårligere resultater i laveste konsentrasjonsnivåer.   
På grunn av at topphøyden av IS ble veldig lav i de lave konsentrasjonsnivåene i analyserte 
ekstrakter med analyttene og IS tilsatt etter ekstraksjon, førte dette til lavere 
ekstraksjonsutbytte enn beregnet uten IS for de fleste av analyttene. Derfor ble det undersøkt 
med en annen IS, mianserin-d3 for alle analyttene for å se om det ble noen bedring av 
resultater. Valg av mianserin-d3 som felles IS ble bestemt fra innledende forsøk i vandige 
løsninger tidligere kommentert i kapittelet 4.1.1 som ga noe bedre resultater for de fleste av 
analyttene. Det viste seg at det var noe bedre ekstraksjonsutbytte for enkelte av analyttene ved 
å velge enn annen IS og dette er vist i (Tabell 26) sammen med resultater av matrikseffekt. Av 
samme grunn som i ekstraksjonsutbytteforsøket ble det valgt en annen IS for beregning av 
ME mot IS for å undersøke om det blir bedring av resultater Tabell 28.   
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Tabell 28: Ekstraksjonsutbytte og matrikseffekter med mianserin-d3 
Analytt IS-
mianse-
rin D3 
 
 
n=8 
Utbytte         
Std3 
m/IS   
(RSD) 
% 
IS-
mianse-
rin D3 
Utbytte         
Std5 
m/IS   
(RSD) 
% 
IS-
mianse-
rin D3 
 
 
n=6 
ME        
Std3 m/IS  
(RSD) % 
IS-
mianse-
rin D3 
ME        
Std6 
m/IS  
(RSD) 
% 
 
Ketobemidon 31(5) 31(5) 39(10) 39(10) 42(6) 42(6) 81(5) 81(5) 
Metoprolol 13(4) 13(4) 21(8) 21(8) 40(5) 40(5) 78(5) 78(5) 
Mirtazapin 110(6) 128(8) 111(7) 115(8) 65(13) 27(35) 136(35) 121(37) 
Quetiapin 68(13) 68(14) 79(14) 74(12) 86(23) 52(31) 113(20) 98(21) 
Tramadol 96(4) 96(2) 112(5) 110(7) 58(5) 30(10) 90(6) 79(6) 
Paroxetin 52(13) 36(25) 67(12) 62(12) 275(18) 327(48) 195(10) 173(9) 
Citalopram 74(6) 57(13) 79(6) 76(7) 107(4) 110(5) 105(3) 106(3) 
Venlafaxin 86(10) 91(7) 107(6) 106(6) 29(10) 30(10) 76(7) 75(7) 
Mianserin 62(10) 62(10) 87(7) 87(7) 94(6) 94(6) 87(5) 87(5) 
Nortriptylin 59(7) 41(17) 75(9) 74(17) 182(6) 96(12) 113(5) 82(3) 
Amitriptylin 64(7) 54(13) 83(9) 83(10) 223(6) 94(13) 162(5) 110(6) 
Sertralin 46(10) 26(24) 63(11) 63(11) 394(15) 177(89) 295(12) 98(8) 
Levomepromazin 59(5) 13(44) 67(13) 62(12) 176(18) 430(32) 263(12) 186(10) 
Alimemazin 42(6) 17(22) 64(11) 61(11) 252(11) 109(8) 165(7) 100(8) 
Trimipramin 66(7) 49(16) 79(10) 77(11) 124(6) 131(7) 108(8) 108(8) 
 
For resultater med mianserin-d3 som IS i sammenligning med annen IS ble det betydelig 
bedring av trimipramin, alimemazin, levomepromazin, sertralin, amitriptylin og nortriptylin 
med hensyn på utbytte i det lave konsentrasjonsområdet, mens det var varierende resultat i 
matrikseffekt-forsøket hvor det for noen av analyttene var noe bedre og for noen av dem noe 
verre resultat.  
Om det var hadde vært mer tid igjen ville utbytte- og matrikseffektforsøkene blitt utført på 
nytt og også testet med vandige løsninger for å se om dette er matrikseffekter som påvirker 
responsen eller skyldes noe annet fra oppsettet.  
4.3.6 Spesifisitet 
Metodens spesifisitet ble undersøkt ved å analysere 53 ulike analytter for å se om det blir 
noen forstyrrende topp som kan gi falskt positivt resultat. Dette ble detektert som en topp i 
kromatogrammet på en eller begge MRM-overgangene og som stammer fra en annen analytt 
enn den av interesse. 
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Det var ingen av de undersøkte analyttene som ga noen topper hverken på primær- eller på 
sekundærovergangene som kan gi falskt positivt resultat, Tabell 29. I Tabell 29 er det vist en 
oversikt over de undersøkte analyttene og deres konsentrasjon i blod som ble ekstrahert med 
PALME og analysert under samme betingelser på UHPLC-MS/MS og for det samme 
gradientområdet som de femten basiske legemidler. 
 
Tabell 29: Analytter i spesifisitets-forsøk 
Analytt Konsentrasjon 
i blod  
(nmol/ml) 
Analytt Konsentrasjon 
i blod 
 (nmol/ml) 
Alprazolam 0,2 Ketamin 2,3 
Flunitrazepam 0,04 Zopiklon 0,4 
Klonazepam 0,09 Ritalinsyre 10 
Nitrazepam 0,4 Risperidon 1,5 
Fenazepam 0,08 Hydroksyzin 6,0 
Bromazepam 0,4 9-OH Risperidon 1,5 
Lorazepam 0,2 Aripiprazol 1,5 
Buprenorfin 0,02 Ketamin 2,3 
Diazepam 1,3 Zopiklon 0,4 
N-desmetyldiazepam 1,3 Ritalinsyre 10 
Midazolam 0,6 Levetiracetam 50 
Oxazepam 6 Gabapentin 100 
Metadon 0,9 Pregabalin 50 
Meprobamat 25 Fenobarbital 100 
Karisoprodol 25 Lamotrigin 10 
Morfin 0,2 10-OH-karbazepin 50 
Kodein 0,2 Topiramat 100 
Etylmorfin 1,5 Fenytoin 100 
Oksykodon 0,4 Karbamazepin-10,11- 
epoksid 
25 
Fentanyl 0,02 Okskarbazepin 25 
Amfetamin 1,1 Karbamazepin 50 
Metamfetamin 1,1 Klozapin 6,0 
MDMA 1,1 Propranolol 12,0 
Tramadol 1,9 Levetiracetam 50 
Zolpidem 0,4   
Kokain 0,9   
Metylfenidat 0,5   
THC 0,05   
LSD 0,05   
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4.3.7 Metodens deteksjons- og kvantifiseringsgrense (LOD og LOQ) 
Metodens deteksjonsgrense (LOD) ble bestemt på en serie for linearitet med seks prøve-
replikater og en rekke av elleve standarder med ulike konsentrasjonsnivåer. Ved bestemmelse 
av LOD ble signal til støy-forholdet vurdert, S/N > 3.  
LOD og LOQ verdier, samt måleområdet ble sammenlignet med tidligere publisert 
terapeutisk området i serum for disse modellanalyttene [10], Tabell 30. 
Tabell 30: Terapeutisk området for modellanalyttene 
Analytt Terapeutisk området i serum 
  µg/ml nmol/ml 
Ketobemidon 0,049-0,120 0,198-0,485 
Metoprolol 0,019-0,110 0,071-0,411 
Mirtazapin 0,013-0,093 0,048-0,350 
Quetiapin 0,019-0,270 0,050-0,704 
Tramadol 0,110-1,100 0,418-4,176 
Paroxetin 0,013-0,130 0,039-0,394 
Citalopram 0,023-0,110 0,071-0,339 
Venlafaxin 0,110-0,550 0,397-1,983 
Mianserin 0,040-0,240 0,151-0,908 
Nortriptylin 0,053-0,160 0,201-0,607 
Amitriptylin 0,110-0,250 0,397-0,901 
Sertralin 0,0061-0,076 0,091-0,248 
Levomepromazin 0,0033-0,098 0,010-0,298 
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Alimemazin 0,045-0,150 0,151-0,503 
Trimipramin 0,029-0,240 0,098-0,815 
 
Metodens kvantifiseringsgrense (LOQ) ble også bestemt på serien for linearitet med seks 
prøvereplikater og det ble tatt hensyn til S/N > 10 og nøyaktighet % for LOQ mellom 85 – 
115 % og > LOQ mellom 80-120 % , Tabell 27. 
 
Tabell 27: Deteksjons- og kvantifiseringsgrense (LOD og LOQ) 
Analytt LOD LOQ 
 
Måleområde 
 
> LOQ 
 
  nmol/
ml 
nmol/
ml 
RSD 
% 
Nøyaktighet 
% 
S/N       nmol/ml Total 
RSD % 
 
Nøyaktighet 
 % 
 
Ketobemidon 0,0034 0,0225 5,4 93 174 0,023-2,25 2,5-6,8 98-112 
Metoprolol 0,0068 0,0180 12,8 98 103 0,018-18,0 3,5-6,0 110-141 
Mirtazapin 0,015 0,1500 8,1 92 3251 0,300-3,0 0,5-14 94-114 
Quetiapin 0,0140 0,0450 12,7 82 3609 0,045-4,5 2,4-13,1 103-133 
Tramadol 0,0160 0,1200 19,5 81 7645 0,120-12,0 3,9-14,4 83-114 
Paroxetin 0,0144 0,3000 16,9 85 552 0,600-3,0 8-22 85-122 
Citalopram 0,0135 0,3000 19 80 4455 0,300-6,0 5,8-11,2 80-106 
Venlafaxin 0,0067 0,0090 23,8 105 90 0,009-9,0 4,1-8,8 100-159 
Mianserin 0,0067 0,0450 5,7 87 2084 0,005-4,5 2,7-6,8 97-114 
Nortriptylin 0,0105 0,0450 9,7 80 307 0,005-4,5 2,9-9,1 90-120 
Amitriptylin 0,0637 0,6000 19,9 80 7665 0,600-12,0 0,8-4,9 80-105 
Sertralin 0,0077 0,4500 18,1 82 3766 0,450-3,0 4,7-11,5 82-111 
Levomepromazin 0,0076 0,1500 3,2 53 39 0,005-4,5 8,3-25,0 36-87 
Alimemazin 0,0139 0,0600 14,9 85,1 2315 0,060-3,0 12,4-34 65-113 
Trimipramin 0,0390 0,1500 10,7 81 1343 0,005-4,5 2,4-3,6 107-122 
 
For de fleste av analyttene ble LOD under den laveste terapeutiske konsentrasjonen. Stort 
avvik ble funnet på nøyaktigheten for levomepromazin ved LOQ. Dette stoffet fungerte 
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generelt ikke så godt i PALME oppsettet. Et avvik i høyere konsentrasjonsområde enn LOQ 
ble også funnet for metoprolol, quetiapin og venlafaxin, som har tendens til å krumme. Det 
hadde nok vært mulig å komme lengere ned i LOD og LOQ med god nøyaktighet ved 
oppkonsentrering, men på grunn av at hovedfokuset i denne oppgaven var på linearitet og 
effektiv prøveopparbeidelse ble dette ikke testet. 
4.3.8 Overdrag (Carry-over) 
Overdrag ble undersøkt på en analyseserie med ekstrakter ved å kjøre ekstrahert blank etter 
den høyeste standard som er to ganger høyere enn høyeste terapeutisk konsentrasjon av hver 
analytt. Resultatet ble vist som prosent av topphøydeforholdet av påfølgende blank og Std 8 
som tilsvarer to ganger den høyeste terapeutiske konsentrasjonen Tabell 28. 
Tabell 28: Overdrag 
Analytt Topphøyde 
 Std 1 
Topphøyde 
Std 8  
Topphøyde 
blank 
Overdrag 
(%) 
Overdrag i 
forholdet 
til Std 1 (%) 
Ketobemidon 18414 5486488 2595 0,05 14 
Metoprolol 33708 9332321 3892 0,04 12 
Mirtazapin 5928 5472536 623 0,01 11 
Quetiapin 243433 84610872 14368 0,02 6 
Tramadol 279812 110897571 6492 0,01 2 
Paroxetin 2028 2262554 2985 0,13 147 
Citalopram 46585 30002521 3500 0,01 8 
Venlafaxin 46966 10885914 0 0 0 
Mianserin 175524 46660243 5752 0,01 3 
Nortriptylin 21619 14109669 0 0 0 
Amitriptylin 47903 29743207 0 0 0 
Sertralin 1671 2108314 240 0,01 14 
Levomepromazin 974 2861631 0 0 0 
Alimemazin 2786 6021760 1916 0,03 69 
Trimipramin 12195 8496769 1862 0,02 15 
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Overdrag for alle analyttene som vist i Tabell 28 er ≤ 0,13 % og dette antas som akseptabel 
verdi med hensyn til forsøkene som ble tidligere utført på Waters Acquity UPLC instrumentet 
ved FHI-RE. Ved å sammenligne topphøyde av overdrag i blank med topphøyde i Std 1 sees 
for paroxetin på 147 % og for alimemazin på 69 % høyere verdi enn i Std 1. Som nevnt 
tidligere i kapitler 4.3.5 og 4.3.7 burde overdraget sammenlignes med et høyere 
konsentrasjonsnivåe enn Std 1 fordi dette nivået for de fleste av analyttene ble under 
kvantifiseringsgrensen. Ved svært høye konsentrasjoner vil en vurdering av mulig overdrag 
uansett måtte vurderes ved rutinebruk av metoden. 
4.3.9 Holdbarhet  
Holdbarhet på en analyseserie med ekstrakter bestående av standarder og kontroller ble 
undersøkt ved å kjøre serien om igjen etter en dag i romtemperatur (23 ºC) og etter to uker i 
fryseren (- 20 ºC). I behandlingen av data ble konsentrasjoner av kontrollene i den re-
analyserte serien sammenlignet med konsentrasjoner av kontroller i den opprinnelige serien 
og presentert som prosent avvik av opprinnelige konsentrasjoner (tre konsentrasjonsnivåer - K 
2, K 3 og K 4). Re-analysert serie etter en dag i romtemperatur viste en gjennomsnittlig 
konsentrasjonsendring på ± 9 % i høyere konsentrasjonsnivåer for alle analyttene, mens på det 
lave konsentrasjonsnivået ble observert en konsentrasjonsøkning på 18 % av mirtazapin, på 
17 % av nortriptylin, på 167 % av sertralin, på 201 % av paroxetin og på 84 % av 
trimipramin. Levomepromazin ble ikke detektert i det lave konsentrasjonsnivået (K 2). 
Reanalysert serie etter to uker i fryseren viste en gjennomsnittlig konsentrasjonsendring på ± 
18 % i høyere konsentrasjonsnivåer for alle analyttene. Det ble igjen oppdaget større 
konsentrasjonsvariasjon for det lave konsentrasjonsnivået. Amitriptylin viste konsentrasjons-
nedgang på 51 %, tramadol på 32 % og levomepromazin ble ikke detektert, mens konsentra-
sjonen av paroxetin ble økt med 43 % og alimemazin med 86 %.  
I begge re-analysene ble levomepromazin ikke detektert og økt konsentrasjon av paroxetin i 
lave konsentrasjoner som tyder på mulig behov for oppkonsentrering istedenfor fortynning 
ved å justere mengde av akseptorfase. Sertralin viste i det ene stabilitetsforsøket økning av det 
lave konsentrasjonsnivået (K 2), mens forsøket i fryseren etter to uker ikke viste noe betydelig 
konsentrasjonsvariasjon. Om det var nok tid burde også holdbarhet av kontroller og 
standarder i kjøleskap og i fryseren vært undersøkt. 
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4.3.10 Autentiske prøver 
Analyse av autentiske prøver ble utført ved å analysere fire fullblodprøver fra påvirknings-
saker fra levende mennesker (Saker 1,7,9 og 12) og åtte obduksjonsblodprøver fra 
obduksjonssaker (Saker 2-6, 8, 10-11). Videre ble resultatene fra PALME sammenlignet med 
resultater fra rutinemetoden ved FHI-RE, Tabell 29. 
 
Tabell 29: Autentiske prøver med rutinemetoden og med PALME  
  Sak  
1 
Sak  
2 
Sak   
3 
Sak  
4 
Sak 
 5 
Sak  
6 
Sak 
 7 
Sak  
8 
Sak 
 9 
Sak  
10 
Sak  
11 
Sak   
12 
Keto-
bemi-
don 
Gml     0,06      0,56  
PALME     0,05      0,47  
Bias(%)     -6       -15   
Meto- 
prolol 
Gml  0,23         0,18  
PALME  0,04         0,15  
Bias(%)  -84          -15   
Mirta
- 
zapin 
Gml   0,43   0,34  0,76     
PALME   1,54   0,31  1,60     
Bias(%)   259    -10   110      
Queti
- 
apin 
Gml   0,23  6,58        
PALME   1,05  6,34        
Bias(%)   358   -4         
Tram
a-dol 
Gml 0,91    7,24 20,1
2 
  1,27    
PALME 0,68    8,91 23,0
8 
  0,85   0,90 
Bias(%) -26    23  15    -33     
Parox
-etin 
Gml  0,33      0,23     
PALME  0,17      0,18     
Bias(%)  -48       -24      
Citalo
- 
pram 
Gml 0,09  0,11 0,26   0,53   0,32 0,14  
PALME 0,09  0,14 0,29   0,46   0,38 0,12  
Bias(%) 3   31  11    -14   20 -14   
Venla
- 
faxin  
Gml          0,91   
PALME          0,86   
Bias(%)          -6    
Mian-
serin 
Gml  1,08     0,08      
PALME  1,61     0,10      
Bias(%)  49      30       
Nortr
i-
ptylin 
Gml     0,16 0,44       
PALME     0 0,38       
Bias(%)     -100  -14       
Amitr
i-
Gml     1,50 0,2       
PALME     1,60 0,2       
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ptylin Bias(%)     7  -9        
Sertr
a-lin 
Gml            0,31 
PALME            0 
Bias(%)            -100  
Levo
me- 
prom
azin 
Gml    0,21    1,18     
PALME    0,29    1,18     
Bias(%)    36     0      
Alime
- 
mazin 
Gml      0,39   0,58     
PALME 0,05    0,35   0,67     
Bias(%)      -13    16      
Trimi
- 
prami
n 
Gml 0,35            
PALME 0,33            
Bias(%) -5             
 
I sammenlikning av autentiske prøver analysert med PALME med rutinemetoden ved FHI ble 
det oppnådd både gode resultater og større avvik for enkelte analyttene, men resultatene var 
ikke entydige. De fleste prøvene har resultater av samme størrelsesorden som rutineanalysen. 
Nortryptilin og sertralin ble ikke detektert i en autentiske prøve. Prøvene ble stående i 
fryseren rundt ett år før de ble re-analysert med PALME. I tidligere forsøke med validering av 
FHIs rutinemetode ble det også funnet problemer med holdbarhet av sertralin [10]. Sak 3 har 
veldig høye verdier for mirtazapin og quetiapin. Om dette kan være en matrikseffekt fra 
obduksjonsblod er ikke klart. Obduksjonsblod er også veldig seigt og vanskelig for 
pipettering, noe som er en mulig feilkilde. Analyse av flere prøver med både PALME og 
rutinemetoden i samme tidsperiode må til for å kunne gi et bedre svar på hvor egnet PALME 
er for autentiske prøver. 
4.4 Veien videre for PALME 
 
Målet med denne oppgaven var å prøve å bruke kommersielt tilgjengelige plater til 
ekstraksjon av fullblod for femten legemidler, men samtidig prøve å unngå ikke-spesifikke 
bindinger til PVDF-membranen som er et kjent problem. I forbindelse med dette ble det 
optimalisert forskjellige parametere og metoden ble validert med fullblod.  
I rutinemetoden på FHI blir etylacetat og heptan (80:20, v/v) benyttet som 
ekstraksjonsmiddel, noe som ga veldig godt ekstraksjonsutbytte for alle analyttene. Ved 
optimalisering av løsemidler, med hensikt på å øke ekstraksjonsutbyttet, ble ikke kombinasjon 
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av n-heptan eller n-heksan og dodecylacetat eller etylacetat undersøkt. Dette kunne vært 
interessant å forsøke. 
Teknikken som ble videreutviklet og validert i denne oppgaven ga veldig rene ekstrakter, og 
gode RSD verdier, men større variasjon i nøyaktighet og linearitet. Noen av resultater 
oppnådd i oppgaven ble ikke tilfredsstillende med FDAs valideringskrav og dette gjelder 
matrikseffekter, ekstraksjonsutbytte og nøyaktighet. Om tidsrommet for utarbeidelse av 
oppgaven hadde tillatt dette, ville forsøkene blitt utført på nytt, med ferske kontroller og 
standarder. I forsøket med oppkonsentrering av prøver ble det oppnådd bedre nøyaktighet i 
lave konsentrasjonsområder, og beste mengde akseptorfase kunne også vært testet videre. 
Det optimaliserte oppsettet med PVDF- bør også sammenliknes med polypropylen-
membranen, og 96-kanalspipette benyttes for redusering av opparbeidelsestid. 
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5 Konklusjon 
Det har blitt utviklet en miniatyrisert PALME teknikk for bestemmelse og kvantifisering av 
femten basiske legemidler i fullblod og obduksjonsblod. Seks deuteriummerkede 
internstandarder ble benyttet. 
Optimalisering med vann og fullblod ga et endelig PVDF oppsett der det ble benyttet 
donorfase alkalisert med 80mM NaOH, vandige standard- og internstandardløsninger, 2 % 
tilsats av trioktylamin i dodecylacetat som organisk fase og 20 mM HCOOH som 
akseptorfase. To MRM-overganger for analyttene og en MRM-overgang for internstandarder 
ble brukt for deteksjon i MS/MS. Femten analytter ble tilfredsstillende separert i løpet av en 
analysetid på åtte minutter. 
Metoden i det endelige oppsettet viste tilfredsstillende valideringsresultater i forhold til 
overdrag, spesifisitet, veldig gode repeterbarhet og reproduserbarhet i høyere konsentrasjons-
nivåer (RSD < 10 %) og til dels god linearitet. Ekstraksjonsutbyttet var for de fleste 
analyttene mellom 60 og 100 %, men for ketobemidon og metoprolol mellom 15 og 40 %. For 
alle analyttene var ekstraksjonsutbyttet avhengig av konsentrasjon i mindre eller større grad. I 
ekstraksjonsutbytteforsøket ble noe bedre resultat funnet for enkelte av analyttene ved 
uttesting av en annen internstandard.   
Når det gjelder matrikseffekter for enkelte av analyttene ble signalforsterkning oppdaget, 
mens for de andre ble ioneundertrykking oppdaget, men dette kan trolig korrigeres for ved 
bruk av egne deutererte internstandarder. Ved uttesting av en annen IS i matrikseffektforsøket 
ble det også noe forbedring av resultater for enkelte av analyttene, mens det for enkelte ble 
dårligere resultater. Når det gjelder nøyaktighet i både innen- og mellomserie presisjon, ble 
det varierende resultat med avvik for noen av analyttene i de laveste nivåene. Tilsats av 2% 
trioktylamin i organisk fase ble brukt for å unngå ikke-spesifikk binding, men det er mulig at 
det fortsatt var for stor grad av ikke-spesifikk binding og videre arbeid vil forhåpentligvis føre 
til kommersielt tilgjengelige plater med polypropylenmembraner.  
LOD og LOQ verdiene ble for de fleste av analyttene høyere enn de oppnådd med rutine-
metoden ved FHI. Det hadde nok vært mulig å komme lengere ned i LOD og LOQ med god 
nøyaktighet ved oppkonsentrering, men dette ble ikke vurdert nærmere. 
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I de siste årene er mye forskning utført i forbindelse med miniatyriserte teknikker for 
opparbeidelse av prøver, men ingen av dem er nært til total automatisering. I denne oppgaven 
ble mulig automatiseringsmåte undersøkt, og med bruk av åttekanalspipette ble opp-
arbeidelsestid 1,5 timer for 96 prøver inkludert ristetid på 40 minutter. Det ble vist at det er 
mulig å ekstrahere stoffene fra autentiske blodprøver, men flere prøver bør testes. 
Ekstraksjonsoppsettet kan videre justeres for å tilpasses mengde av akseptor fase og 
sammensetning av membran, og ved bruk av 96-kanalspipetter åpnes muligheter for høy 
prøvegjennomstrømming.  
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